










隔離ほ場における Rubisco 増強イネ及び 
大粒準同質遺伝子系統イネの収量評価試験 

















ANOVA analysis of variance 
BCH Biosafety Clearing-House 
BSA Bovine serum albumine 
Chl chlorophyll 
Chr chromosome 
DMSO dimethyl sulfoxide anhydrous 
FAO Food and Agriculture Organization of the United Nations 
CBB Coomassie brilliant blue 
DAP days after transplanting 
DHA days after full-heading stage 
DNA deoxyribonucleic acid 
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 
IRRI International Rice Research Institute 
LED light emitting diode 
LG large-grain 
LMO living modified organisms 
Mb mega base 
N nitrogen 
NADP+ β-Nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate, oxidized form 
NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, reduced form 
NGS next generation sequencing 
P1P protection level 1 for gene modified plant 
Pa pascal 
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 
PCR polymerase chain reaction 
RAP-DB The Rice Annotation Project Database 
RbcL Rubisco large subunit 
RBCS Rubisco small subunit 
RNA ribonucleic acid 
Rubisco ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
SDS sodium lauryl sulfate 
SNP single nucleotide polymorphism 
SPAD single photon avalanche diode 
Tris Tetra(hydroxymethyl)aminomethane 
v/v volume per volume 
w/v weight per volume 
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現在、世界人口は、年に約 1 億人ずつ増加しており、今世紀半ばには、約 100 億人に達す







年には 118 の国で栽培されており、その生産高はコムギを凌ぐ約 7 億 8000 万トンに達して
いる。アジアにおけるコメの生産が世界の 90％以上を占める。一方で近年、アフリカでの生
産が急激に増加しており、1990 年にアフリカにおけるコメの生産高は約 1270 万トンだった
が、2017 年には約 3660 万トンと約 2.9 倍となっている。しかし、急増する世界人口を賄う

















により、国際稲研究所(IRRI, International Rice Research Institute)の品種改良により開発さ
れ「奇跡のイネ」と言われたインディカ品種 IR8、および同様に IRRI で開発された IR72 の
窒素施肥量に対する収量を示した。両品種とも、窒素施肥量が多くなるに従い、収量が増加
することが分かる。一方で、緑の革命の 1960 年以降、農地への窒素の施肥量は急激に増え、












形質を有する形質転換作物が農業現場で実用化されている (Bengtsson-Palme et al. 2014; 























































第 1 章 Rubisco 増強イネを用いた川渡フィールドセンター隔離ほ場での収量評価試験 
 
序論 
Rubisco (EC; 4.1.1.39）ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase)は、通常大気 CO2
分圧下において光合成の律速となるとともに、炭酸固定の初発反応を担う酵素である。
Rubisco は、炭酸固定を担う carboxylase 活性とともに、光呼吸の初発反応を触媒する
oxygenase 活性を有しており、これらの反応は互いに拮抗する(Ellis 1979)。Rubisco の
carboxylase 活性は CO2 を基質とするが、その触媒速度はきわめて遅く、さらに oxygenase 反
応も同時に触媒することから Rubisco は光合成を行うには非常に効率が低い酵素であること
が知られている(Lorimer 1981; Woodrow and Berry 1988)。 
Rubisco の carboxylase 活性および oxygenase 活性の反応を下記に示した。 
 Carboxylase 活性 
D-リブロース 1,5-ビスリン酸 (C:5) + CO2 (C:1) + H2O → 2 × ホスホグリセリン酸 
(C:3 × 2) 
 Oxygenase 活性 
D-リブロース 1,5-ビスリン酸 + O2 → 3-ホスホグリコール酸 + 3-ホスホグリセリン酸 
また、Rubisco は、C３植物の葉において最も大量に存在するタンパク質である(Makino et 




ノムの RBCS 遺伝子族にコードされた小サブユニット 8 個と葉緑体ゲノムの RbcL 遺伝子




ブユニット 2 遺伝子(OsRBCS2) (gene identification Os12g0274700 in The Rice Annotation 
Project Database (RAP-DB; https://rapdb.dna.affrc.go.jp/)を順方向に組み込み、葉身で
Rubisco 量が約 25％増強されたイネ(Rubisco 増強ノトヒカリ）(Suzuki et al. 2007)、逆に、
RBCS2 プロモーターを用いて、OsRBCS2 遺伝子を逆方向に組み込み Rubisco 量が、約 65%
抑制されたイネ（Rubisco 抑制ノトヒカリ）を作出した (Makino A et al. 2000)。Rubisco 増
強ノトヒカリは、人工気象室を用いた実験で、発芽後 63 日において、通常大気 CO2 分圧下
では、窒素の吸収増加に従って地上部の乾物生産量が、野生型と比較して約 15%増加するこ
とが明らかになっている(Fig. 6) (Sudo et al. 2014)。一方、Rubisco 抑制ノトヒカリでは、乾























が 2019 年に取得された。 
そこで、本博士論文第一章では、日本の大学機関では東北大学大学院農学研究科川渡フィ
ールドセンターのみが有する「遺伝子組換え作物専用隔離ほ場 (通称；隔離ほ場)の水田」を


















遺伝子組換え技術によりイネ Rubisco RBCS2 を過剰発現し、Rubisco 量を約 25％増加さ
せた Rubisco 増強イネ（系統名；Sr-28-6）(Suzuki et al. 2007)、RBCS2 を発現抑制し、Rubisco
量を約 65％減少させた Rubisco 抑制イネ（系統名；AS-71）(Makino et al. 1997 and 2000)、
野生型イネとして二つの形質転換イネの親品種である非形質転換イネ（品種名；ノトヒカリ）
(Oryza sativa L. cv. Notohikari) (以下、野生型イネ）を用いた。 
 
2. 2017 年から 2019 年、作付け期間の気候条件 
2017 年から 2019 年、作付け期間である田植え後から収穫日までの川渡フィールドセンタ
ー隔離ほ場の気温および日照時間を、Table 1 に示した。Table 1 に示した気象データは、日
本の気象庁が、川渡フィールドセンター内に設置している地域気象観測システムの観測デー
タ（アメダス）を獲得し、解析した結果である。平年の気温、および日照時間は、1991 年か









Climatic conditions from 2017 to 2019 
Year 
 May June July Aug. Sep. Oct. 
Mid. End Big. Mid. End Big. Mid. End Big. Mid. End Big. Mid. End Big. 
Average 
Temp. (oC)  13.4 15.0 16.5 17.6 18.5 19.6 20.9 22.4 23.1 22.8 22.0 20.6 18.6 16.4 14.5 
Sunshine (hr)  5.7 6.3 5.6 4.5 4.0 3.7 3.6 4.1 4.3 3.9 4.1 3.6 3.5 3.8 4.0 
2017 
Temp.  - 3.4 -1.6 -1.2  3.8 3.4     -1.6    
Sunshine  -  65  140 199 146     185 158 133  
2018 
Temp.  2.0 1.9 2.1 -2.8          - - 
Sunshine   126 138 26 160      72 53 141 - - 
2019 
Temp.  -              - 
Sunshine  -              - 
Climatic conditions at Kawatabi Field Center (38˚44’N, 140˚45’E, 140 m altitude) from May to October in 2017 
through 2019. This covers the rice cultivation period in the isolated paddy field at Tohoku University. For “Temp.,” 
red and blue highlights indicate a change in the average temperature of >1.0 °C or <–1.0 °C, respectively. For 
“Sunshine,” red and blue highlights indicate a period of time with >120% or <80% of the average sunshine 
duration, respectively. Gray highlights indicate a temperature within 1 °C of the average temperature and a 
sunshine duration that was 80%–120% of the average. Data on the average weather over the past 10 years at the 
Kawatabi Field Center are available on the Japan Meteorological Agency (JMA) website (JMA, 
http://www.data.jma.go.jp/gmd/risk/obsdl/index.php), and there is also a JMA meteorological observatory at the 













alluvial soil)（Hossain et al. 2000）であり、2017 年に土壌調査を行った結果、土壌の pH は
5.8 を呈し、炭素含量が 12 g total C kg-1、窒素含量が 1.0 g total N kg-1 であった。また、土壌





140°45’、標高 140 m）で栽培した(Fig. 7)。まず、種子をそれぞれ比重 1.13 の塩化ナトリ
ウム水溶液に浸して、約 5 分間スターラーでかく拌した後、浮遊した種子と沈殿した種子に
分けた。種子の殺菌は、次の 2 つのいずれかの方法により行った。1) 沈殿した種子を 4 倍
希釈の市販の家庭用塩素系漂白剤（商品名、ハイター、花王株式会社、東京）の中で 10 分間
振とう殺菌した後、3～5 回水洗いを行った。2)  モミガードＣ・ＤＦ（北興化学工業株式
会社、東京）を、使用書に従い使用した。つまり、25 g のモミガード C・DE を 5 L の水道
水に攪拌、溶解させて、使用する種子を 24 時間、浸した。 
殺菌した種子は、13℃に保った水に浸漬し、積算温度が約 100℃となるよう 7 日~8 日間吸






した。この種子約 150 g を、市販の育苗培土 (N、P、K 各 1.5 g kg-1)を約 3.5 kg を入れた育
苗箱（縦 280 mm×横 580 mm×高さ 28 mm）に均一に播いた。この上から約 0.75 kg の覆
土し、隔離ほ場のビニルハウス内で約 30~40 日間、育苗した。尚、播種は、2017 年 4 月 24
日、2018 年 4 月 24 日および 2019 年 4 月 16 日に、それぞれ、行った。 
水田の栽培区を設定するために、水田の外周に棒を立て、対面する辺の棒同士を市販の麻
ひもで結んで試験区を設けた後、施肥（基肥）（Table 2）を行った。水田への移植は、2016
年、2017 年、2018 年は、田植え機を用いて行い、欠株した箇所は手植えを行った。2019 年
は、手作業により田植えを行った。田植え機の植え付け間隔を、30 cm×16.7 cm、20 株 m-2
に設定したが、正確に単位面積当たりの植え付け株数を求めるために、収穫後に、刈り取っ
た株跡を目印として、条間と株間を実測した。尚、田植え(移植)は、それぞれ、2017 年 5 月
24 日、2018 年 5 月 17 日および 2019 年 5 月 21 日に行った。 
追肥に関しては、生育調査項目である茎数および SPAD 値の実測値と宮城県が発表する
「稲作情報」による宮城県西部丘陵地のイネの生育状況と比較し、必要に応じて行った。2017
年の全窒素施肥量は、0、10.0、17.0 gN m-2 と異なる 3 つの N 処理の栽培区を設け、植え付
け間隔は 30 cm×16.2 cm、20.5 株 m-2 であった。2018 年は全窒素施肥量が 0、7.1、14.1 gN 
m-2、植え付け間隔は 27.5 cm×17.4 cm、20.9 株 m-2 であった。2019 年は全窒素施肥量が 0、
8.0、15.0 gN m-2、植え付け間隔は 30.0 cm×16.7 cm、20.0 株 m-2 であった。各年ともに、移
植時の植え付け本数は 4～5 本/株とした。なお、全窒素施肥量は基肥と追肥を合計した窒素




N fertilization for rice cultivation 
Year N fertilization (g N m−2) 
N treatment Basal dressing Top dressing Total 
 
2017 
High level-1 4.0a + 7.0b 2.0a × 3 times 17.0 
High level-2 4.0a 2.0a × 3 times 10.0 
Zero-N application 0.0 0.0 0.0 
 High level 8.4a + 4.2b   1.5a 14.1 
2018 Standard level 5.6a 1.5a 7.1 
Zero-N application 0.0 0.0 0.0 
 
2019 
High level 4.0a + 7.0b 2.0a × 2 times  15.0 
Standard level 4.0a 2.0a × 2 times  8.0 
Zero-N application 0.0 0.0  0.0 
aAmmonium sulfate 















年と 2019 年は、8.0 g m-2、8.0 g m-2、それぞれ施肥した。さらに、2017 年および 2018 年収
穫後にケイ酸カルシウムを 48.0 g m-2 を施肥した。 
 
5. 生育調査 
まず各年の 1 回目の生育調査日に、各栽培区内に、10 株を 1 セットとし、異なる 4 セット
を生育調査用として選抜し、4 か所棒を立て、調査を行う場所を設定した。尚、生育調査は、
それぞれ、2017 年 6 月 19 日(移植後 26 日)、７月 24 日(移植後 61 日)および 8 月 7 日(移植
後 75 日)に、2018 年 6 月 5 日(移植後 19 日)、6 月 28 日(移植後 42 日)、7 月 11 日(移植後
55 日)および 8 月 2 日(移植後 77 日)に行った。また、データとしては示さないが、7 月 14
日(移植後 49 日)および 8 月 4 日(移植後 70 日)に、茎数と草丈の測定を行った。 
 
5.1 茎数 
各栽培区に 4 か所設定した場所で、それぞれ棒を立てた場所から 10 株ずつ茎数を数え、
記録した。4 か所、すなわち計 40 個体の茎数の平均値を求め、その栽培区の茎数の値とした。
2017 年から 2019 年までの栽培区において、同様の方法で茎数の測定を行った。 
 
5.2 草丈 
各栽培区に 4 か所設定した場所で、それぞれ棒を立てた場所から 10 株ずつ草丈を測り、
記録した。4 か所、すなわち計 40 個体の草丈の平均値を求め、その栽培区の草丈の値とした。
23 
 











出穂期の開始日を、水田全体の約 40％に穂の出現が認められた日と定めた(Mae et al. 
2006)。出穂開始日は、それぞれ、2017 年 8 月 6 日(移植後 74 日)、2018 年 7 月 28 日(移植
後 72 日)および 2019 年 8 月 4 日(移植後 75 日)であった。また、積算温度で 1050℃以上が
経過し、目視で約 95％の穂が黄化した時を収穫適期として、イネの刈り取りを行った。収穫
日は、それぞれ、2017 年 10 月 2 日(移植後 131 日、出穂後 57 日)、2018 年 9 月 18 日(移植






調査を行った 4 か所で 10 株ずつ茎数を数えて各試験区の茎数の平均値（計 40 株）を求め、
茎数が平均値である株を３株から５株ずつサンプリングした。乾燥させた各試験区のサンプ
ルの重量を測定して 1 株あたりの地上部乾燥重の平均値を求め、これに単位面積(m2)あたり
の株数を乗じ、乾物生産量を算出した。尚、それぞれ、2017 年 8 月 8 日(移植後 76 日、出穂
後 2 日)、2018 年 8 月 1 日(移植後 78 日、出穂後 6 日)および 2019 年 8 月 5 日(移植後 76




稲刈りは、それぞれの試験区内の生育調査を行った 4 か所で 10 株ずつ穂数を数えて各試


















2017 年の各栽培区のサンプルの籾 400 粒を数え取り、その重さを計測し、籾一粒重を算出
した。続いて株ごとの全籾重を計測し、籾一粒重で割り、1 株あたりの籾数を求めた。これ






脱穀後の籾を 80℃の乾燥機で 3 日間、完全に乾燥させた後に籾摺りを行い、玄米化した。









った値に 100 を掛けて登熟歩合を算出した。 
 
8.7 稔実籾数 






玄米収量(g m-2) = 籾数(m-2) × 玄米一粒重(g) × 登熟歩合(%) / 100 
 
8.9 単位面積刈りによる穂収量の決定 
 各栽培区において、20 株を 1 セットとし、3~4 セットをサンプリングした。それぞれのサ










化した。この乾燥粉末、約 10 mg を秤量してスピッツ管の底へ入れ、60% (v/v) H2SO4 100 
µl を加え、ホットブロックにてキエルダール分解を行った。この際にスタンダードとなる
NH4Cl (1 mg/ml NH4Cl) 135 µl に 60% (v/v) H2SO4 100 µl を加えたものも同時にキエルダ
ール分解を行った。ホットブロックは段階的に 140˚C から 40˚C 刻みに 260˚C まで上げて
加熱をし、加熱温度を上げる前には一度室温で放冷し、分解促進剤である 30% (w/v) H2O2
を数滴加えた。反応液が黒色から半透明色に変わったところで分解を終了し、半透明色に変
わるまでは 260˚C での分解を反復した。分解後、蒸留水 4.95 ml を加え、よく攪拌した。反
応液 200 µL を試験管へ移し、蒸留水 2.125 mL、10% (w/v)酒石酸ナトリウムカリウム 0.05 
ml、2.5 N NaOH 0.025 ml を加えてかく拌し、最後に Nessler 試薬（10% (w/v) HgI2、4.5% 






デンプン定量は、F キット(Roche Diagnostics, Darmstadt, Germany)を用いて定量した。
微粉末化したイネ乾燥地上部を約 25 mg、または、同様に微粉末化したイネ乾燥玄米を約 10 
mg を、15 mL プラスチックチューブに秤量した。サンプルを秤量したプラスチックチュー
ブに、2 mL ジメチルスルホキシド(DMSO)を加え、懸濁し、その後、0.5 mL 8 N HCl を 0.5 
mL 加え、激しく攪拌した。攪拌後のサンプルは、60℃の恒温槽で、45 分間インキュベート
した。尚、インキュベート中に、3 回、かく拌を行った。インキュベート後、サンプル溶液






グルコン酸 6-リン酸を生成するが、この時同時に、NADP+より NADPH が生成する。この
NADPH の増加量を、340 nm にて比色することにより、デンプンを定量することができる。
具体的には、0.1 mL の F キットの溶液 1 と試料 0.05 mL を、プラスチックキュベット(ザル
スタット株式会社、東京)内で混合した。リファレンス（ネガティブコントロール）として、
F キット溶液 1 の代わりに 0.1 mL の水と試料液 0.05 mL を混合した。また、0.1 mL F キッ





ランラップをした。インキュベート後の溶液に、0.325 mL F キット溶液 2 と 0.5 mL 水を加
え、ピペットにて混合し、3 分間、室温でインキュベートした。インキュベート後、340 nm
で比色を行った。F キット溶液 1 と試料液を混合した液の吸光度を A2、リファレンス溶液の
吸光度を A1 とした。比色後、それぞれの溶液に、F キット溶液 3 を 10 µL 加え、ピペット
にて混合し、室温にて、15 分間、インキュベートした。インキュベート後、340 nm で比色
値を測定した。F キット溶液 1 と試料を混合した液の比色値を A4、リファレンス溶液の比色
値を A3 とした。デンプン量を表す NADPH の増加量 (ΔA)は、ΔA = (A4 – A3) - (A2 – A1)





2017 年および 2018 年、サンプリングは、止葉が完全展開した日を含めて約 2 週間ごとに
4 回ずつ行った。止葉が完全展開した日には葉耳間長が 0 cm の止葉を、それ以外の日は生育
調査時に SPAD 値を測定した各試験区内の 1 か所で SPAD 値を測定して平均値を求め、そ





使用時まで、-80˚C で凍結保存した。尚、2017 年 7 月 30 日(出穂前 7 日、移植後 67 日)、8
月 8 日(出穂後 2 日、移植後 76 日)、8 月 21 日(出穂後 15 日、移植後 89 日)および 9 月 8 日
(出穂後 33 日、移植後 107 日)に、および、2018 年 7 月 20 日(出穂前８日、移植後 64 日)、
8 月 3 日(出穂前 6 日、移植後 78 日)、8 月 17 日(出穂前 20 日、移植後 92 日)および 8 月 31
日(出穂前 34 日、移植後 106 日)にサンプリングを行った。 
 
11.1 葉の磨砕 
氷上にて十分に冷やした乳鉢と乳棒を用いて、新鮮重の 9 倍量相当の磨砕 buffer (Na-




11.2 Rubisco 定量 
上記の磨砕液 1 ml に終濃度 0.1% (v/v)となるように 10% (v/v) Triton X-100 を加え、よ
くかく拌後、4˚C、1,200 g で 5 分間遠心分離を行った。その後、上清 180 µl を分取し、SDS 
sample buffer (200 mM Tris-HCl (pH 8.5) ), 2% (w/v) SDS, 20% (v/v) glycerol, 5% (v/v) 2-





し、濃縮用ゲルを 3.0% (w/v)とし、その他泳動 buffer 等の組成は Laemmli (1970)に従った。
泳動はゲル 1 枚あたり濃縮ゲルで 12.5 mA、分離ゲルで 25 mA の定電流で行った。サンプル
は Rubisco 4.5 µg 相当量になるように葉身窒素量から予測した量をアプライし、検量線を引
くためのスタンダードとして標準牛血清アルブミンタンパク質(BSA) 3、4、5、6 µg をそれ
ぞれアプライし泳動を行った。ただし、Rubisco 増強イネ、Rubisco 抑制イネのサンプルに関
しては窒素量あたりの Rubisco 量が野生型と比べて変化しているため、アプライ量は調節し
た。泳動後のゲルはクマシー染色液(0.25% (w/v) CBB R-250, 50% (v/v) methanol, 10% (v/v) 
acetic acid)中で 2 時間振とうしながら染色した。染色後、蒸留水で一度すすぎ、脱色液(20% 
(v/v) methanol, 7% (v/v) acetic acid)に移して一晩、色素吸着用のペーパータオルとともに
30˚C で振とうしながら脱色を行った。脱色後、Rubisco の大サブユニットおよび小サブユニ
ットを切り出し褐色試験管に入れ、ホルムアミド 2 ml を加えて 50˚C で 5 時間激しく振とう
させ、ゲルからクマシー色素を抽出した。ホルムアミドに溶出した色素の 595 nm での吸光
度を吸光光度計で測定した。スタンダードの吸光度より得られた検量線よりサンプルの
Rubisco 量を算出した。  
 
11.3 光合成 
2019 年の施肥量が 15.0 gN m-2 の区内のイネを用いた。ポータブルガス交換システム(LI-
6400 XT; LI-COR, NE, USA)を用いてガス交換の測定を行った。測定は、2019 年の 8 月２-
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3 日に止葉を用いて行った。光源は LED 冷光システム(6400-02B; LI-COR)を使用し、光強
度は 1,500 、500、100 µmol quanta m-2 s-1 とした。葉温 30˚C、相対湿度 60-70%、外気 CO2
分圧(pCa) 40Pa の条件で定常光合成になるまで静置した。定常化を確認した後、pCa = 40Pa
での光合成速度を測定した。相対湿度を 60-70%に保つために、LI-6400 本体に接続した露点
発生装置(LI-610 XT; LI-COR)を調節した。 
 
11.4 Rubisco 活性の測定 
2017 年 8 月 10 日の 7 時、12 時、16 時に施肥量が 10.0 gN m-2 の区~top leaf（止葉）と
















Table 1 に、栽培試験を行った川渡フィールドセンターの、3 年間の作付け期間中の気候を
示した。2017 年の気候は、5 月下旬の気温は高めで、6 月上中旬の気温は低めであった。登
熟期の 8 月上中旬は、気温が低く、極端な日照不足で、また、台風および秋雨により雨が多
かった。2018 年は、5 月中旬から 6 月上旬は気温が高めであったが、6 月中旬の気温は低か
った。登熟期の 8 月の気温は平年並みで、8 月中旬の日照は多かった。2019 年の気候は、6




Fig. 8 には、2017 年と 2018 年の出穂期までの全試験区における野生型イネ、Rubisco 増




かった。Rubisco 抑制イネは、2017 年は、野性型と比べて低く、2018 年は同等であった。 














Rubisco 増強および Rubisco 抑制イネ間で、生育調査期間を通して、草丈に大きな差はなか
った。また、これら３系統のイネの草丈は、窒素施肥量に応じて増加する傾向が見られた。 
Fig. 10 には 2017 年、2018 年の茎数の推移を示した。水田において生育するイネの茎数は
栄養生長期に増加し、生殖生長期に最大に達し、その後減少する（Hoshikawa、1989）。2017






3 および Table 4 には、収穫期の乾物生産量と玄米収量の結果を示した。Fig. 11 (a)のグラフ
が収穫期の乾物生産量、Fig.11 (b)のグラフが玄米収量で、横軸に窒素施肥量と括弧内に栽培
した年を示した。黒が野生型、赤が Rubisco 増強イネ、青が Rubisco 抑制イネを示している。
窒素施肥量が単位面積当たり 10 g 以上の栽培区において、Rubisco 増強イネでは、野生型と
比較して、2017 年の 14.1 gN m-2 の窒素施肥栽培区の乾物生産量が最大 23％ (Table 3)、玄
米収量が最大 28％増加した(Table 4)。また、2019 年の 15.0 gN m-2 において、Rubisco 増強
























Total dry matter production of wild-type, RBCS-sense, and RBCS-antisense rice plants at harvest stage 
N fertilization Year Total dry matter (g m−2) 
(g N m−2)  Wild-type RBCS-sense RBCS-antisense 
17.0* 2017 1335 ± 56 (100)a 1358 ± 30 (102)a 951 ± 27 (70)c 
15.0 2019 1490 ± 23 (100)a 1657 ± 23 (111)b 1241 ± 48 (83)c 
14.1 2018 1334 ± 40 (100)a 1643 ± 56 (123)b 1178 ± 20 (88)c 
10.0 2017 1135 ± 56 (100)a 1305 ± 60 (115)b 851 ± 64 (75)c 
8.0 2019 1125 ± 96 (100)a 1047 ± 44 (93)a 935 ± 46 (83)b 
7.1 2018 1137 ± 10 (100)a 968 ± 18 (85)ab 950 ± 39 (84)b 
0.0 2017 1059 ± 67 (100)a 1112 ± 62 (105)a 745 ± 33 (70)b 
0.0 2018 946 ± 20 (100)a 1009 ± 45 (107)a 640 ± 28 (68)b 
0.0 2019 862 ± 22 (100)a 898 ± 32 (104)a 853 ± 32 (99)a 
*All plants were lodging. 
Mean values ± the standard error of 5 to 11 independent plants are indicated. A difference in letters at the top of 
the values denotes a statistically significant difference in total dry matter per unit land area for wild-type, RBCS-
sense, and RBCS-antisense rice plants (p < 0.05 according to one-way ANOVA followed by Fisher’s exact test). 
Values in parentheses indicate the percentage of total dry matter production of RBCS-sense and RBCS-antisense 














Grain (brown rice) yield of wild-type, RBCS-sense, and RBCS-antisense rice plants at harvest stage  
N fertilization Year Grain yield (g m−2) 
(g N m−2)  Wild-type RBCS-sense RBCS-antisense 
17.0* 2017 448 ± 16 (100)a 522 ± 2 (116)b 347 ± 22 (77)c 
15.0 2019 601 ± 15 (100)a 706 ± 11 (117)b 485 ± 25 (81)c 
14.1 2018 504 ± 12 (100)a 646 ± 25 (128)b 432 ± 19 (86)c 
10.0 2017 427 ± 32 (100)a 541 ± 27 (127)b 302 ± 16 (71)c 
8.0 2019 455 ± 13 (100)a 453 ± 24 (100)a 373 ± 19 (82)b 
7.1 2018 486 ± 23 (100)a 358 ± 14 (74)b 323 ± 19 (66)b 
0.0 2017 461 ± 26 (100)a 454 ± 27 (98)a 296 ± 14 (64)b 
0.0 2018 429 ± 16 (100)a 402 ± 28 (94)a 284 ± 7  (66)b 
0.0 2019 338 ± 15 (100)a 335 ± 27 (99)a 340 ± 3 (101)a 
*All plants were lodging. 
Mean values ± the standard error of 5 to 11 independent plants are indicated. A difference in letters at the top of 
the values denotes a statistically significant difference in grain (brown rice) yield per unit land area of wild-type, 
RBCS-sense, and RBCS-antisense rice plants (p < 0.05 according to one-way ANOVA followed by Fisher’s exact 
test). Values in parentheses indicate the percentage of grain yield of RBCS-sense and RBCS-antisense transgenic 












11、Table 3 および 4)。 
 Table 5 には、2017 年および 2018 年、単位面積刈りによって決定した野生型、Rubisco 増
強および抑制イネの穂収量を示した。単位面積刈りによる穂収量は、本章の植物材料および
方法の 8.9 によって行った。その結果、窒素施肥量が単位面積当たり 10 g 以上の栽培区にお
いて、Rubisco 増強イネでは、野生型と比較して、穂収量が増加した(Table 6)。また、一方、
Rubisco 抑制イネでは、2019 年の窒素無施肥区を除いて、全ての窒素処理区において、野生
型と比較して、乾物生産および玄米収量は減少した(Table 6)。この結果は、Fig. 11 および
Table 4 で示した玄米収量の結果を支持する結果である。 
 
4．収量および収量構成要素と地上部窒素吸収量との相関 
Rubisco 増強イネの収量が、窒素施肥量で単位面積当たり約 10g 以上の時に増加した要因
を調べるために、収穫期の地上部窒素吸収量と玄米収量との相関に注目し、共分散分析を行
った。尚、本研究においては、水田より収穫した地上部の全窒素含量を、窒素吸収量として
扱っている。Fig. 12、Table 6 および Table 7 に、窒素吸収量に対する玄米収量および稔実籾
数を示した。横軸に地上部全窒素吸収量を、縦軸にそれぞれ玄米収量 (Fig. 12a、Table 6, 7)
と稔実籾数 (Fig. 12b、Table 6 および 7)を示した。Rubisco 増強イネは、野生型と比較して
回帰曲線の傾きは大きく、地上部全窒素吸収量が約 10ｇ以上で、同じ窒素吸収量に対する玄





Panicle weight of wild-type, RBCS-sense and RBCS-antisense transgenic rice plants 
N fertilization Year Panicle weight (g m-2) 
(g N m-2)  Wild-rice rice RBCS-Sense rice  RBCS-antisense rice 
17.0* 2017 735 ± 34 (100)a 772 ± 19 (105)b 600 ± 52 (82)c 
14.1 2018 725 ± 2  (100)a 781 ± 5  (108)b 641 ± 10 (88)c 
10.0 2017 629 ± 2  (100)a 690 ± 1  (110)b 554 ± 16 (88)c 
7.1 2018 583 ± 15 (100)a 551 ± 5   (95)a 488 ± 7  (84)b 
0.0 2017 632 ± 34 (100)a 663 ± 27 (105)a 495 ± 21 (78)b 
0.0 2018 553 ± 22 (100)a 587 ± 19 (106)b 477 ± 27 (86)a 
*lodging 
Mean values ± the standard error of three to four independent sets consisted of 20 hills are indicated. Different 
letters at the top of each value denote statistically significant differences in grain yields among wild-type, Rubisco 
sense and Rubisco-antisense rice plants (P < 0.05 according to one-way ANOVA followed by the Fisher test). 
Values in the parentheses show the percentage of the panicle weight of Rubisco-sense and Rubisco-antisense rice 














Correlation between dry matter production, yield and yield components, and plant N content of the 
above-ground section per unit land area in wild-type, RBCS-sense, and RBCS-antisense rice plants 
Stage Plant N content vs Line Sample size Regression line R-value p-value 
 
Full-heading Total dry matter 
Wild-type 33 y = 33.8x + 501.5 0.757 0.000 *** 
RBCS-sense 33 y = 47.9x + 360.6 0.866 0.000 *** 











Total dry matter 
Wild-type 81 y = 69.7x + 403.0 0.872 0.000 *** 
RBCS-sense 75 y = 73.5x + 353.5 0.888 0.000 *** 
RBCS-antisense 74 y = 69.0x + 258.2 0.819 0.000 *** 
Grain yield 
Wild-type 81 y = 19.6x + 265.4 0.627 0.000 *** 
RBCS-sense 73 y = 31.2x + 154.7 0.807 0.000 *** 
RBCS-antisense 69 y = 16.6x + 202.8 0.517 0.000 *** 
Filled spikelet number 
Wild-type 72 y = 847x + 9784 0.700 0.000 *** 
RBCS-sense 66 y = 1330x + 4970 0.817 0.000 *** 
RBCS-antisense 65 y = 740x + 7412 0.573 0.000 *** 
Total spikelet number 
Wild-type 72 y = 1580x + 6870 0.880 0.000 *** 
RBCS-sense 66 y = 1500x + 7110 0.853 0.000 *** 
RBCS-antisense 65 y = 1290x + 6700 0.731 0.000 *** 
Single grain weight 
Wild-type 72 y = -0.039x + 25.160 –0.131 0.411 n.s 
RBCS-sense 66 y = -0.035x + 25.475 –0.146 0.084 n.s 
RBCS-antisense 65 y = -0.083x + 25.094 –0.149 0.104 n.s 
Ratio of filled spikelets 
Wild-type 72 y = –1.53x + 96.51 –0.586 0.000 *** 
RBCS-sense 66 y = 0.36x + 78.47 0.192 0.454 n.s 
RBCS-antisense 65 y = –1.26x + 88.75 –0.424 0.000 *** 
Regression lines and Pearson’s product moment correlation coefficients (R-values) are shown between each 
parameter and plant N content of the above-ground section per unit land area. The significance of correlations, 
identified by Spearman’s rank-order correlation coefficient (p-value), is marked by asterisks; *** indicates p < 








Summary of covariance analyses  
Stage Plant N content vs Fixed factor Slope (p-value) y-Intercept (p-value) Valuation 
 
Full-heading Total dry matter 
W vs S 0.056 n.s 0.415 n.s Same line 
W vs A 0.499 n.s 0.000 *** Parallel line 









Total dry matter 
W vs S 0.550  n.s 0.687 n.s Same line 
W vs A 0.928  n.s 0.000  *** Parallel line 
S vs A 0.550  n.s 0.000  *** Parallel line 
Grain yield 
W vs S 0.003  * - - Intersecta 
W vs A 0.495  n.s 0.000  *** Parallel line 
S vs A 0.002  ** -  - Intersectb 
Filled spikelet number 
W vs S 0.003  ** - - Intersectc 
W vs A 0.524  n.s 0.000  *** Parallel line 
S vs A 0.002  ** - - Intersectd 
Total spikelet number 
W vs S 0.578  n.s 0.166 n.s Same line 
W vs A 0.098  n.s 0.000  *** Parallel line 
S vs A 0.277  n.s 0.000  *** Parallel line 
Ratio of filled spikelets 
W vs S - - - - - 
W vs A 0.528  n.s 0.000 *** Parallel line 
S vs A - - - - - 
Covariance analyses were conducted between each parameter and plant N content of the above-ground section 
per unit land in wild-type, RBCS-sense, and RBCS-antisense rice plants at harvest stages. Significant differences 
in the slope and y-axis intercept of two regression lines are summarized. The coordinate point of intersection for 
two regression lines between wild-type and RBCS-sense and RBCS-sense and RBCS-antisense at “grain yield” are 
a(9.5 g N m−2, 453 g m−2) and b(3.3 g N m−2, 257 g m−2), respectively, and those of two regression lines between 
wild-type and RBCS-sense and RBCS-sense and RBCS-antisense rice plants at “filled spikelet number” are c(10.0 
g N m−2, 18226 m−2) and d(4.2 g N m−2, 10494 m−2), respectively. Significance differences (p-values) obtained, 
correcting using the Bonferroni method to avoid familywise error (p-value/test number = 3), are marked with 
asterisks; * indicates p < 0.017; ** indicates p < 0.0033; *** indicates p < 0.0003. “W” stands for wild-type rice 
















(Fig. 12b、Table 6, 7)。 
引き続き、Rubisco 増強イネの玄米収量の増加の要因を特定するために、収穫期の地上部
全窒素吸収量と各収量構成要素との相関を調べ、共分散分析を行った。収量は、「全籾数」と
「登熟歩合」および「玄米一粒重」の積で表され、これら 3 者を収量構成要素と呼ぶ(Mae et 
al. 2006)。尚、全籾数は、単位面積当たりの穂数に、一穂籾数を乗した値である。 




Fig. 13、Table 6 および 7 には、地上部全窒素吸収量に対する登熟歩合(Fig. 13a)、全籾数(Fig. 




なった(Fig. 13a、Table 6 および 7)。この結果と、Fig. 12b で示した 10 gN m-2 窒素施肥以上
の栽培区で野生型と比べて Rubisco 増強イネの稔実籾数が増加した結果と合わせて考えると、
Rubisco 増強イネの登熟歩合が向上したと考えられる。一方で、野生型と Rubisco 増強イネ
の窒素吸収量に対する籾数に差はなかったが、Rubisco 抑制イネの籾数は、野生型と Rubisco
増強イネと比べ、減少した(Fig. 13、Table 6 および 7)。また、窒素吸収量に対する一玄米重
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には、これら 3 系統のイネには、相関性はなかった(Fig. 13、Table 6 および 7)が、Rubisco









Total spikelet number per unit land area for wild-type, RBCS-sense, and RBCS-antisense rice plants at 
harvest stage 
N fertilization Year Total spikelet number per unit land area (x103 m−2) 
(g N m−2)  Wild-type RBCS-sense RBCS-antisense 
17.0* 2017 30.8 ± 0.6 (100)a 29.9 ± 1.2 (97)a 21.6 ± 0.6 (70)b 
15.0 2019 31.7 ± 0.4 (100)a 33.1 ± 0.4 (104)a 26.5 ± 0.5 (84)b 
14.1 2018 26.2 ± 0.6 (100)a 30.2 ± 1.0 (115)b 23.4 ± 1.0 (89)c 
10.0 2017 20.5 ± 1.5 (100)a 27.9 ± 1.1 (136)b 18.8 ± 0.8 (92)c 
8.0 2019 23.3 ± 0.3 (100)a 20.7 ± 0.8 (89)b 18.8 ± 1.0 (81)b 
7.1 2018 21.8 ± 0.6 (100)a 18.8 ± 0.4 (86)b 16.7 ± 0.8 (77)c 
0.0 2017 22.8 ± 1.4 (100)a 21.3 ± 1.3 (93)a 14.8 ± 0.7 (65)b 
0.0 2018 19.1 ± 0.3 (100)a 21.1 ± 1.4 (110)a 15.3 ± 0.4 (80)b 
0.0 2019 17.1 ± 0.5 (100)a 16.8 ± 0.5 (98)a 17.0 ± 0.6 (99)a 
*All plants were lodging. 
Mean values ± the standard error of 5 to 11 independent plants are indicated. A difference in letters at the top of 
values denotes a statistically significant difference in total spikelet number per unit land area in wild-type, RBCS-
sense, and RBCS-antisense rice plants (p < 0.05 according to one-way ANOVA followed by Fisher’s exact test). 
Values in parentheses indicate the percentage of N content in RBCS-sense and RBCS-antisense rice plants relative 













Panicle number per unit land area for wild-type, RBCS-sense, and RBCS-antisense rice plants at harvest 
stage 
N fertilization Year Panicle number per unit land area (m−2) 
(g N m−2)  Wild-type RBCS-sense RBCS-antisense 
17.0* 2017 381 ± 10 (100)a 403 ± 17 (106)a 317 ± 15 (83)b 
15.0 2019 386 ± 14 (100)a 416 ± 12 (108)a 326 ± 23 (84)b 
14.1 2018 363 ± 12 (100)a 367 ± 12 (101)a 331 ± 10 (91)b 
10.0 2017 327 ± 21 (100)ab 373 ± 6  (114)a 313 ± 14 (96)b 
8.0 2019 332 ± 12 (100)a 313 ± 19 (94)a 241 ± 17 (98)b 
7.1 2018 314 ± 10 (100)a 287 ± 8  (91)a 280 ± 7  (89)a 
0.0 2017 288 ± 5  (100)a 294 ± 10 (102)a 221 ± 10 (77)b 
0.0 2018 279 ± 9  (100)a 268 ± 8  (96)a 248 ± 11 (89)b 
0.0 2019 258 ± 11 (98)a 254 ± 12 (103)a 224 ± 13 (87)a 
*All plants were lodging. 
Mean values ± the standard error of 5 to 11 independent plants are indicated. A difference in letters at the top of 
values denotes a statistically significant difference in panicle number per unit land area in wild-type, RBCS-sense, 
and RBCS-antisense rice plants (p < 0.05 according to one-way ANOVA followed by Fisher’s exact test). Values 
in parentheses indicate the percentage of N content in RBCS-sense and RBCS-antisense rice plants relative to that 














Spikelet number per panicle for wild-type, RBCS-sense, and RBCS-antisense rice plants at harvest stage 
N fertilization Year Spikelet number per panicle (panicle-1) 
(g N m−2)  Wild-type RBCS-sense RBCS-antisense 
17.0* 2017 82.3 ± 3.2 (100)a 72.0 ± 2.7 (87)b 73.0 ± 3.3 (89)b 
15.0 2019 82.3 ± 3.4 (100)a 84.4 ± 2.3 (103)a 74.8 ± 3.4 (91)a 
14.1 2018 72.2 ± 1.8 (100)a 82.3 ± 2.8 (114)b 75.0 ± 1.4 (104)c 
10.0 2017 65.5 ± 3.5 (100)ab 74.8 ± 2.5 (114)a 60.6 ± 2.9 (93)b 
8.0 2019 69.8 ± 2.4 (100)a 63.7 ± 4.7 (91)a 70.9 ± 3.6 (102)a 
7.1 2018 71.2 ± 1.9 (100)a 64.3 ± 1.7 (90)a 65.1 ± 3.0 (91)a 
0.0 2017 76.7 ± 4.7 (100)a 75.9 ± 4.5 (99)a 70.0 ± 3.3 (91)a 
0.0 2018 69.6 ± 1.6 (100)a 69.9 ± 3.8 (100)a 67.1 ± 6.4 (96)a 
0.0 2019 67.4 ± 3.0 (98)a 62.0 ± 2.9 (92)a 69.3 ± 4.0 (103)a 
*All plants were lodging. 
Mean values ± the standard error of 5 to 11 independent plants are indicated. A difference in letters at the top of 
values denotes a statistically significant difference in spikelet number per plant in wild-type, RBCS-sense, and 
RBCS-antisense rice plants (p < 0.05 according to one-way ANOVA followed by Fisher’s exact test). Values in 
parentheses indicate the percentage of N content in RBCS-sense and RBCS-antisense rice plants relative to that in 













Single brown rice weight for wild-type, RBCS-sense, and RBCS-antisense rice plants at harvest stage 
N fertilization Year Single brown rice weight (mg) 
(g N m−2)  Wild-type RBCS-sense RBCS-antisense 
17.0* 2017 24.0 ± 0.2 (100)ab 24.6 ± 0.0 (103)a 24.2 ± 0.2 (101)b 
15.0 2019 25.0 ± 0.2 (100)a 25.7 ± 0.2 (103)a 25.2 ± 0.3 (101)a 
14.1 2018 24.7 ± 0.2 (100)a 24.8 ± 0.5 (100)a 23.5 ± 0.3 (95)b 
10.0 2017 25.5 ± 0.1 (100)a 24.9 ± 0.1 (98)ab 24.2 ± 0.4 (95)b 
8.0 2019 24.4 ± 0.2 (100)a 25.6 ± 0.3 (105)b 25.4 ± 0.4 (104)b 
7.1 2018 26.0 ± 0.3 (100)a 25.6 ± 0.3 (98)ab 25.1 ± 0.3 (97)b 
0.0 2017 25.2 ± 0.1 (100)a 24.7 ± 0.1 (98)b 24.7 ± 0.1 (98)b 
0.0 2018 26.2 ± 0.2 (100)a 25.2 ± 0.2 (96)b 24.4 ± 0.2 (93)c 
0.0 2019 24.3 ± 0.2 (100)a 25.6 ± 0.2 (105)b 25.3 ± 0.3 (104)b 
*All plants were lodging. 
Mean values ± the standard error of 5 to 11 independent plants are indicated. A difference in letters at the top of 
values denotes a statistically significant difference in single brown rice weight in wild-type, RBCS-sense, and 
RBCS-antisense rice plants (p < 0.05 according to one-way ANOVA followed by Fisher’s exact test). Values in 
parentheses indicate the percentage of N content in RBCS-sense and RBCS-antisense rice plants relative to that in 













Ratio of filled spikelet for wild-type, RBCS-sense, and RBCS-antisense rice plants at harvest stage 
N fertilization Year Ratio of filled spikelet (%) 
(g N m−2)  Wild-type RBCS-sense RBCS-antisense 
17.0* 2017 63.8 ± 1.5 (100)a 74.9 ± 2.3 (117)b 67.8 ± 2.2 (106)c 
15.0 2019 75.7 ± 1.5 (100)a 83.0 ± 1.1 (110)b 72.1 ± 1.9 (95)a 
14.1 2018 79.5 ± 1.2 (100)ab 82.7 ± 1.7 (104)a 76.0 ± 1.9 (96)b 
10.0 2017 81.9 ± 2.2 (100)a 79.5 ± 1.6 (97)a 75.5 ± 2.8 (92)a 
8.0 2019 79.7 ± 0.6 (100)a 83.3 ± 1.7 (105)a 81.3 ± 1.0 (102)a 
7.1 2018 90.0 ± 0.8 (100)a 76.2 ± 1.7 (85)b 77.8 ± 1.7 (86)b 
0.0 2017 83.4 ± 1.2 (100)ab 86.3 ± 0.6 (103)b 80.0 ± 1.6 (96)a 
0.0 2018 82.2 ± 1.0 (100)a 82.7 ± 1.6 (101)a 76.9 ± 1.7 (94)b 
0.0 2019 85.3 ± 1.3 (100)a 79.1 ± 4.2 (93)a 85.0 ± 1.0 (100)a 
*All plants were lodging. 
Mean values ± the standard error of 5 to 11 independent plants are indicated. A difference in letters at the top of 
values denotes a statistically significant difference in ratio of filled spikelet in wild-type, RBCS-sense, and RBCS-
antisense rice plants (p < 0.05 according to one-way ANOVA followed by Fisher’s exact test). Values in 
parentheses indicate the percentage of N content in RBCS-sense and RBCS-antisense rice plants relative to that in 













Fig. 14、Table 13, 14 には、それぞれ出穂期と収穫期の窒素施肥量に対するイネの窒素吸
収量を示した。(a)には出穂期および(b)には収穫期の野生型、Rubisco 増強および抑制イネの
窒素施肥量に対するイネの窒素吸収量を示し、3 系統間のイネに対して共分散分析を行った
(Fig. 14、Table15, 16)。Fig.14 のグラフは、横軸に窒素施肥量を、縦軸にイネの地上部の窒
素吸収量を示した。出穂期までは、３系統のイネに窒素施肥量に対する窒素吸収量に差はな
かった(Fig. 14a、Table 13 – 16)。しかし、収穫期では、Rubisco 増強イネの窒素吸収量が増
加した(Fig. 14a、Table 13 – 16)。この結果は、出穂期と収穫期の間、つまり、籾に光合成産
物が蓄積される登熟期で、Rubisco 増強イネの窒素吸収量が高まることを意味している。な
お、Fig. 12 から Fig. 14 までの地上部窒素吸収量と収量および収量構成要素、施肥窒素量と




















Plant N content of the above-ground section for wild-type, RBCS-sense, and RBCS-antisense rice 
plants at full-heading stage 
N fertilization Year Plant N content of the above-ground section (g N m−2) 
(g N m−2)  Wild-type RBCS-sense RBCS-antisense 
17.0* 2017 13.2 ± 0.6 (100)a 13.1 ± 0.5 (99)a 10.3 ± 0.4 (78)b 
15.0 2019 13.9 ± 0.8 (100)a  13.6 ± 0.7 (98)a 12.3 ± 0.9 (88)a 
14.1 2018 8.2 ± 0.1 (100)a 10.5 ± 0.5 (128)b 10.0 ± 1.0 (122)a 
10.0 2017 7.6 ± 0.1 (100)a 7.7 ± 0.5 (101)a 6.4 ± 1.0 (84)a 
8.0 2019 8.8 ± 0.4 (100)a 7.8 ± 0.4 (89)a 6.3 ± 0.3 (72)b 
7.1 2018 6.9 ± 0.3 (100)ab 5.9 ± 0.4 (86)a 7.5 ± 0.3 (107)b 
0.0 2017 6.8 ± 0.8 (100)a 7.3 ± 0.1 (107)a 4.5 ± 0.2 (66)b 
0.0 2018 6.5 ± 1.1 (100)a 6.6 ± 0.3 (102)a 6.5 ± 0.4 (100)a 
0.0 2019 4.8 ± 0.2 (100)a 4.8 ± 0.4 (100)a 5.3 ± 0.5 (110)b 
 *All plants were lodging. 
Mean values ± the standard error of 3 to 5 independent plants are indicated. Different letters at the top of 
each value denote statistically significant differences in plant N content above ground per unit land area in 
wild-type, RBCS-sense, and RBCS-antisense rice plants (P < 0.05 according to one-way ANOVA followed 
by the Fisher test). Values in parentheses show the percentage of N content in RBCS-sense and RBCS-













Plant N content of the above-ground section for wild-type, RBCS-sense, and RBCS-antisense rice 
plants at harvest stage 
N fertilization Year Plant N content of the above-ground section (g N m−2) 
(g N m−2)  Wild-type RBCS-sense RBCS-antisense 
17.0*      2017 15.1 ± 0.9 (100)a 15.0 ± 0.7 (99)a 12.5 ± 0.7 (83)b 
15.0     2019 14.3 ± 0.3 (100)a 18.9 ± 0.4 (132)b 13.2 ± 0.5 (92)b 
14.1     2018 12.6 ± 0.9 (100)a 17.1 ± 0.5 (136)b 12.5 ± 0.5 (99)a 
10.0     2017 9.4 ± 0.6 (100)a 11.7 ± 0.5 (124)b 9.1 ± 0.5 (97)a 
8.0     2019 9.0 ± 0.3 (100)a 9.2 ± 0.3 (102)a 8.8 ± 0.4 (98)a 
7.1     2018 9.1 ± 0.1 (100)a 9.2 ± 0.4 (101)a 9.5 ± 0.3 (104)a 
0.0     2017 7.9 ± 0.2 (100)a 9.8 ± 0.5 (124)b 7.6 ± 0.0 (96)a 
0.0     2018 8.3 ± 0.1 (100)a 9.6 ± 0.6 (115)b 7.4 ± 0.0 (89)a 
0.0     2019 7.5 ± 0.3 (100)a 7.7 ± 0.4 (103)a 7.4 ± 0.2 (99)a 
*All plants were lodging. 
Mean values ± the standard error of 5 to 11 independent plants are indicated. A difference in letters at the top of 
values denotes a statistically significant difference in plant N content of the above-ground section per unit land 
area in wild-type, RBCS-sense, and RBCS-antisense rice plants (p < 0.05 according to one-way ANOVA followed 
by Fisher’s exact test). Values in parentheses indicate the percentage of N content in RBCS-sense and RBCS-












Correlation between total plant N content of the above-ground section and amount of N fertilization 
in the paddy field per unit land area for wild-type, RBCS-sense, and RBCS-antisense rice plants at 
full-heading and harvest stages 
N fertilization vs  
plant N content 
Line Sample size Regression line R-value p-value 
Full-heading stage 
Wild-type 33 y = 0.413x + 5.392 0.811 0.000 *** 
RBCS-sense 33 y = 0.431x + 5.206 0.838 0.000 *** 
RBCS-antisense 33 y = 0.375x + 4.679 0.807 0.000 *** 
Harvest stage 
Wild-type 81 y = 0.367x + 7.260 0.801 0.000 *** 
RBCS-sense 75 y = 0.460x + 8.267 0.723 0.000 *** 
RBCS-antisense 74 y = 0.325x + 7.030 0.825 0.000 *** 
Regression lines and Pearson’s product moment correlation coefficients (R-values) are shown between each 
parameter and plant N content of the above-ground section per unit land area. The correlation significance 
















Summary of covariance analyses 
Nitrogen fertilization vs  
plant nitrogen content 
Fixed factor Slope (p-value) y-intercept (p-value) Valuation 
Full-heading stage 
W vs S 0.807  n.s 0.924 n.s Same line 
W vs A 0.604  n.s 0.031 n.s Same line 
S vs A 0.430  n.s 0.033 n.s Same line 
Harvest stage 
W vs S 0.114  n.s 0.000 *** Parallel line  
W vs A 0.308  n.s 0.023 n.s Same line 
S vs A 0.020  n.s 0.000 *** Parallel line 
Covariance analyses were conducted for plant N content of the above-ground section and the amount of N fertilizer 
applied per unit land area for wild-type, RBCS-sense, and RBCS-antisense rice plants at the full-heading and 
harvest stages. Significant differences in the slope and y-axis intercept of two regression lines are summarized. 
Significance differences (p-values) obtained by correction using the Bonferroni method to avoid familywise error 
(p-value/test number = 3) are marked with asterisks; *** indicates p < 0.0003. “W” stands for wild-type rice 















本章、結果 1 -4 まで結果において、野生型に比べ Rubisco 増強イネの玄米収量の増加が、






ネの Rubisco 量の定量を行った。Rubisco が光合成の律速因子であること、および、イネの
最終産物である玄米は登熟期の光合成産物の最終形態であることより、ここでは、野生型、
Rubisco 増強および抑制イネの止葉の Rubisco 量を、それぞれの単位葉面積当たりの Rubisco
量を算出した後、止葉の平均面積および平均穂数を乗し、単位土地面積当たりの Rubisco 量
として算出した(Fig. 15)。 
Fig. 15b – c に、登熟期の野生型、Rubisco 増強および抑制イネの止葉の Rubisco 量の推移
を示した。横軸には、サンプリングした日付および赤三角で出穂日を示した。Fig. 15b が 2018
年の窒素施肥量 7.1 gN m-2、Fig. 15c が 2017 年の 10.0 gN m-2 および Fig. 15d が 2018 年の
14.1 gN m-2 栽培区の結果である。これらの結果より、野生型および Rubisco 増強イネの止葉
の Rubisco 量は、出穂直後に最大に達し、その後、減少するという傾向であった。また、出
穂の前後それぞれ約 2 週間、Rubisco 増強イネでは、野生型より高い Rubisco 量の値を示し
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た（Fig. 15b – d）。野生型より Rubisco 増強イネの玄米収量が高かった 2017 年 10.0 gN m-2
および 2018 年の 14.1 gN m-2 の出穂期直後の止葉の Rubisco 量を比較すると、野生型と比べ









方、Rubisco 増強イネで、野生型イネと比べ、玄米収量の増加が観察されなかった 2018 年
7.1 gN m-2 の栽培区の Rubisco 増強イネの止葉の Rubisco 量の増加は、野生型と比べ、増加
は観察されたが、僅か 1.15 倍のであった(Fig. 15a)。一方で、Rubisco 抑制イネでは、野生型
や Rubisco 増強イネと比べて、止葉の Rubisco 量は、登熟期を通して低い値を示した (Fig. 
15 b – d)。 
Fig. 16 には、野生型、Rubisco 増強および抑制イネの止葉と止葉の一つ下の下位葉 (2nd 
leaf)の Rubisco 活性の測定結果を示した。2017 年の 10 gN m-2 窒素施肥区の止葉および 2nd 
leaf を収穫し、Rubisco 活性測定に供した (Fig. 16a)。Rubisco 活性は、Rubisco 増強イネの
止葉で、野生型と比べ、増加した(Fig. 16b)。しかし、2nd leaf では、野生型と Rubisco 増強
イネに、Rubisco 活性に差はなかった(Fig. 16b)。また、Rubisco 比活性は、止葉と 2nd leaf
において、野生型と Rubisco 増強イネの間に差はなかった(Fig. 16c)。 
Fig. 17 には、2019 年の出穂期の 15 gN m-2 窒素施肥区における止葉の光合成速度を測定
した結果を示した。光合成速度の測定は、葉温 33℃から 35℃、大気 CO2 濃度および光強度









































Correlation between starch contents in the above-ground section and of brown rice in the paddy field 
per unit land area for wild-type and RBCS-sense rice plants at harvest stages 
Starch in brown rice vs  
Starch in shoot 
Line Sample size Regression line R-value p-value 
Harvest stage 
Wild-type 29 y = 6.88x + 196.42 0.745 0.000 *** 
RBCS-sense 20 y = 9.77x + 109.11 0.639 0.011 ** 
Regression lines and Pearson’s product moment correlation coefficients (R-values) are shown between starch 
contents in the above-ground section and in brown rice per unit land area. The correlation significance identified 
by Spearman’s rank-order correlation coefficient (p-value) is marked with asterisks; ** indicates p < 0.01; *** 


















Summary of covariance analyses 
Starch in brown rice vs  
Starch in shoot 
Fixed factor Slope (p-value) y-intercept (p-value) Valuation 
Harvest stage W vs S 0.286  n.s 0.362 n.s Same line  
Covariance analyses were conducted for starch contents in the above-ground section and in brown rice per unit 
land area for wild-type and RBCS-sense rice plants harvest stages. Significant differences in the slope and y-axis 
intercept of two regression lines, and significance differences (p-values) are summarized. “W” stands for wild-


















第 1 章の結果をまとめると以下の通りとなる。 
1. 出穂期までの乾物生産、草丈および茎数に、野生型と Rubisco 増強イネの間に、大き
な差はなかった。 
2. 登熟期において、野生型と比べ Rubisco 増強イネの窒素吸収量が増加した。 
3. 窒素施肥および地上部窒素含量が 10 gN m-2 以上で、Rubisco 増強イネの玄米収量が、
収量に対する窒素利用効率の向上を伴い増加した。 
4. 野生型および Rubisco 抑制イネの地上部窒素含量に対する登熟歩合の負の相関が
Rubisco 増強イネでは解消された。 
5. 登熟期の Rubisco 増強イネの止葉の Rubisco 量は、約 40 日に渡って野生型よりも高
く維持された。 
6. 登熟期の Rubisco 増強イネでは、野生型に比べ、Rubisco 活性及び光合成速度が高か
った。 
7. 野生型と Rubisco 増強イネの間には、籾と茎葉部への光合成産物(デンプン)の分配率
に差はなかった。 
以上の結果より、窒素施肥または窒素吸収量が、約 10 gN m-2 以上で Rubisco 増強イネの
玄米収量が増加したことが分かった。これは Rubisco 増強イネの玄米収量に対する窒素利用
効率と登熟歩合の向上が、玄米収量増加に、つながったと考えられる。野生型と比べ Rubisco









ラス室を用いて植物材料を栽培し、解析した結果であった(Miyagawa et al. 2001; Yabuta et al. 
2008; Ichikawa et al. 2010; Hatano-Iwasaki et al. 2012; Simkin et al. 2015, 2017a and 2017b; 
Otori et al, 2017; Simkin et al. 2017; Salesse-Smith et al. 2018; Driever et al. 2018)。2011 年




に掲載された 2019 年の South らの研究が初めてであった (South et al. 2019)。光合成の遺
伝子以外で、形質転換を行い、ほ場試験で、穀物の可食部の収量性の向上が確認された実例
として、イネにおいて、アミノ酸トランスポーター (AATs)を抑制した結果、分げつ数が増



















は、その第一種使用規程の承認を 2016 年に、延長承認を 2019 年に得て、2016 年の予備実
験を含め、2019 年までの 4 年間の栽培を行った。なお、宮城県では国の第一種使用規定を超
えるはるかに厳しい規制をさらに課している。 
一般に、ほ場栽培における穀物の収量は、天候に大きく左右される。実際、栽培を行った
隔離ほ場の 4 年間の天候を、Table 1 に示した。本栽培試験においては、天候の状況に大き
73 
 
く左右されず、野生型に比べ Rubisco 増強イネの玄米収量は、窒素施肥または窒素吸収量 10 
gN m-2 以上の時に、増加した。2019 年 15.０gN m-2 の栽培区においても、野生型と比べ玄米
収量が 17％増加し、4 年間の作付けでもっとも多い玄米収量を達成した(Table 4)。この栽培





Rubisco 増強イネの玄米収量の増加が、なぜ窒素施肥量または吸収量が約 10 gN m-2 以上
の栽培区でのみで観察されたのか、つまり、なぜ 10 gN m-2 以下では玄米収量が増えなかっ
たのかを次に考察する(Fig. 11 および 12)。Rubisco には大量の窒素が投資されている。イネ
の葉身の窒素の分配率は、葉緑体に約 75％を占めている(Makino and Osmond 1991)。
Rubisco は葉録体のストロマに局在し、イネ葉身の窒素投資率の約 27%を占める(Makino et 
al. 1984)。このことから、10 gN m-2 以下の施肥区では、Rubisco 増強イネにおいては、Rubisco
の活性や光合成速度を上昇させるに十分な Rubisco 量を産出するには、窒素が不十分であっ
たと考えられる。実際、Fig. 15b の結果では、野生型イネと Rubisco 増強イネの玄米収量に
差がなかった 2018 年の 7.1 gN m-2 栽培区の Rubisco 増強イネの止葉 Rubisco 量の増加は、





が促進されたためと考えられる。実際、Makino and Sage (2007)の先行研究より、Rubisco 増
強イネの本葉における Rubisco 量が、野生型と比べ、約 1.3 倍に増加するにも関わらず、光
合成速度の増加は約 1.1 倍であり、Rubisco 量当たりの光合成速度に換算すると、野生型よ
りも 15％減少することが明らかとなっている。また、当研究室の先行研究での Makino と
Sage (2007)は、本研究で使用した Rubisco 増強イネにおいて Rubisco 活性化率を調べ、野生
型と比較し約 10%の低下したことを示した。そして、2018 年 Salesse-smith らは、野生型と
比較 Rubisco 量が約 36%過剰発現したトウモロコシを使用し、Rubisco 活性化率を調べた結
果、野生型と比較し約 25%低下したことを報告した。このことから、Rubisco の量が増えて
も、活性化率が下がる傾向にあり、光合成速度が期待値より上がらないことが分かった。窒
素施肥または窒素吸収量 10 gN m-2 以上の栽培区において、登熟期の約 40 日間という長い期
間、Rubisco 増強イネの止葉 Rubisco 量は、野生型と比べ、高い値を維持するとともに、出
穂直後に単位土地面積当たりの Rubisco 量が玄米収量の増加した栽培区においては、Rubisco
増強イネの止葉 Rubisco 量が、野生型と比べ、約 2 倍に増加した(Fig. 15)。このことは、











 Rubisco は、低 CO2 条件で光合成をより強く律速する一方で、光合成の Rubisco 律速は高
CO2 条件で解除される (von Caemmerer and Farquhar 1981)。当研究室の先行研究によると、
Rubisco 増強イネの乾物生産量は、野生型と比較し、低 CO2 (28 Pa)と大気 CO2 (40 Pa)条件
下でそれぞれ約 32%、15%増加したが、高 CO2 条件 (120 Pa)下では差がなかった(Sudo et 
al. 2014)。よって、Rubisco 量の増加は、CO2 が低い条件下で乾物生産により効果的である
ことが分かった(Sudo et al. 2014)。本研究では 2019 年 15.0 gN m-2 施肥区の Rubisco 増強イ
ネ群落で、日中の大気レベルで最大 70 ppm の CO2 減少が観察された(data not shown)。
Rubisco 増強イネ群落の止葉付近の CO2 濃度は 340 ppm であったが、群落外部の CO2 濃度
は約 410 ppm に維持されていた。Rubisco 増強イネ群落中における CO2 濃度の減少が、
Rubisco 増強イネの止葉の光合成に対する Rubisco 律速の度合いを高め、野生型よりも
Rubisco 増強イネの玄米収量生産を優位にした一因と考えている。 
 Rubisco 増強イネの玄米収量増加は、窒素施肥 10 gN m-2 という現在の日本のコメ農家が
行う平均的な窒素施肥の約 2 倍量の窒素施肥を行うことによって、収穫期の Rubisco 増強イ





を行った結果、炭素含量が 12 g total C kg-1、窒素含量が 1.0 g total N kg-1 であり、陽イオン
交換容量は、10.0 cmol(+) kg -1 であった。当研究室の先行研究で使用された秋田農業試験所
の水田は、23.8 g total C kg-1、 2.4 g total N kg-1 であり、陽イオン交換容量が 32.3 cmol(+) 
kg-1 であった (Makino et al. unpublished data)。この両水田の地力を比較すると、本研究で
使用した隔離ほ場水田の地力が低いことが明らかである。実際、秋田農業試験所の水田を使
用した試験では、窒素無施肥栽培区の収穫期のイネの地上部窒素吸収量は、8.8 – 10.5 gN m-
2 を示し、また、8 gN m-2 の窒素施肥では 12.7 – 15.4 gN m-2 を示した(Makino et al. unpublished 
data)。本研究で使用した隔離ほ場には、黒ボク土水田も整備されている。地力検査は行われ
たことがないため、この黒ボク土水田の地力に関する正確なデータはないが、一般的に、黒
ボク土水田の陽イオン交換容量は、15 cmol(+) kg-1 以上であることが知られおり、砂質水田
よりも地力が高いことが推測される。仮にこの黒ボク土水田などを使用すれば、窒素施肥 10 

















の総籾数は高い相関性を持って増加する(Wada et al. 1986; Kobayashi et al. 2014)。イネの多
収達成のための窒素多肥による籾数の増加は、一方で登熟歩合の低下を招き、さらにコメの
品質低下につながることが知られている(Ota et al. 2010)。ここ四半世紀の遺伝子解析技術の
進歩によって、籾数を制御する遺伝子の特定、および特定した遺伝子を改変することにより、
籾数をコントロールし収量の増加を目指した研究が多く報告されるようになっている。名古
屋大学の芦刈らは、2005 年にイネの籾数を制御する Cytokinin oxidase 遺伝子（Gn1a）を
（Ashikari et al. 2005）特定し、さらに 2010 年には OsSPL14 (SQUAMOSA PROMOTER 
BINDING PROTEIN-LIKE 14, IPA1)が、穂の枝梗数を増加させ、結果的が籾数を増加させ





しては、一穂籾数が増加した CSSL-GN1 と NIL-APO1、2 系統イネの FACE (Free Air CO2 
enrichment)試験がある。通常大気の約 1.2 倍の CO2 濃度では、これら 2 系統のイネの収量
は、籾数の増加により高くなった。しかし、通常大気中では、籾数増加に対して登熟歩合が
低下し、これら 2 系統のイネと対照品種との間で、収量の差はなかった(Nakano et al. 2017)。
また、藤田らは、熱帯 japonica 品種由来の SPIKE 遺伝子を Indica 品種 IR64 に導入し、イネ
の構造に対して、SPIKE 遺伝子の影響を多面的に解析した。その結果、葉面積や根圏の拡大
と伴に籾数の増加を示し、13% - 36%の収量が増加した(Fujita et al. 2013）。さらに同様の遺
伝子操作を行った IRRI146 品種でも籾数の増加に伴って 18%の増収が確認された(Fujita et 
al. 2013）。最近の研究では、SECONDARY BRANCH NUMBER7 (qSBN7)遺伝子の発現を
減少させることにより、籾の原基形成が抑制される一方で、二次枝梗が増加し、全籾数が増
加することが分かった。qSBN7 遺伝子の発現が減少したイネ品種、TN13のほ場試験の結果、
TN13 の収量が約 11%増加したことが報告されている (Wang et al. 2020）。以上の研究結果
のように、これまで、イネのシンク能の増強は、主に、籾数増加に着目した研究がほとんど
であった。他方、イネの籾の大きさが遺伝子レベルでいくつか決定されているにもかかわら
ず、シンク能増強の増収戦略として籾の大きさに焦点を当てた研究例は限られている。    
当研究室の先行研究で、大粒品種である秋田 63 号が、高い収量ポテンシャルを有するイ
ネ品種であることが明らかとなった(Mae et al. 2006; Makino 2011)。秋田 63 号の大粒性は、




とがわかった（Obara et al. unpublished）。GS3 遺伝子そのものは、Minghui63 と Chuan7 の
交配集団から同定され、種子の長さを短くする機能を有することが報告された（Fan et al. 
2006）。種子の大きさを調節する QTL としては、GS3 遺伝子が初めて同定された遺伝子であ
る。GS3 遺伝子の第 2 エキソン内において、シトシンからアデニンへの塩基置換による終
止変異(nonsense mutation)が起こり、そのため、GS3 遺伝子の機能が失われ、イネの種子の
長さが増加することがわかっている（Fan et al. 2006）。 
その後、大粒形質に関わる遺伝子がいくつか報告された。 
まず、イネの種子の幅をコントロールする grain width and weight 2 (GW2)遺伝子（gene 
identifier Os02g024410）が FAZ1 と WY3 交配集団から同定された（Song et al. 2007）。GW2
は Really Interesting New Gene (RING)-type E3 ubiquitin ligase をコードしている遺伝子で、
翻訳されたタンパク質は種子の細胞分裂を抑制して種子の幅を小さくさせる。FAZ1 と WY3
の GW2 塩基配列比較結果、３つの SNP (Single Nucleotide Polymorphism)が発見されたが、
114、1116 位置にある SNP はアミノ酸を変化させない同義変異(synonymous mutation)であ
ったが、一方で、316 位置の 1-bp(A)塩基配列の欠損により翻訳停止となり、遺伝子の機能
を欠損させることが明らかとなっている。このため、GW2 遺伝子が欠損したイネの種子で
は、穎果の細胞分裂が促進し、種子の幅と重さを増加させている。続けて、qSW5 (QTL for 
seed width 5)遺伝子 (gene identifier Os05g0187500)が、Nipponbare と Kasalath 交配集団か
ら同定され、イネの種子の幅をコントロールしていることも報告された（Shomura et al. 
2008）。1212-bp 欠損による qSW5 遺伝子の機能不全が、種子の幅と重さを増加させている
80 
 
ことが確認されている。また、qSW5 遺伝子は、ubiquitin-proteasome pathway に関与する遺
伝子と推測されている。さらに、GS5 遺伝子 (gene identifier Os05g0158500)が Indica イネ
品種、Zhenshan97 から見出され、セリンカルボキシペプチダーゼをコードし種子の大きさ
を増加させる機能を有することが明らかとなっている（Li et al. 2011）。GS5 遺伝子の発現が
高まるに従い、種子が大きくなると同時に細胞周期が早くなることが報告されている。また、
GW8 遺伝子が、Indica 多収品種 HJX74 と香り米 Basmati385 間で、イネの種子の粒の幅を
制御する QTL の原因遺伝子として報告された（Wang et al. 2012）。GW8 は、細胞増殖を正
に調節するタンパク質をコードする OsSPL16 (gene identifier Os08g0531600)であり、GS5
と同様に発現量の増加に従い、穎が大きくなることで間接的に粒を大きくしている。その他、
TGW6 (gene identifier Os06g0623700)遺伝子が、Kasalath 由来の千粒重を増加させる QTL
の原因遺伝子として単離され、indole-3-acetic acid (IAA)-glucose の加水分解能を持つタンパ
ク質をコードしていることが報告されている（Ishimaru et al. 2013）。Nipponbare は、対立
遺伝子である tgw6 を有するため Kasalath に比べ、IAA の蓄積量が高まり、細胞分裂期への
移行を早める。そのため、Kasalath が TGW6 を有することに比べ、Nipponbare では、多核
体形成期間が短縮し、胚乳の細胞数が減少し、ひいては粒長が減少することが指摘された。 













秋田 63 号は、玄米重が約 40 mg である超大粒品種オオチカラと一般多収品種である秋田
39 号の交配により作出された品種である(Fig. 19b)。大粒品種である秋田 63 号は、従来品
種と比較し 22 - 58%の収量増加を示すことが明らかとなっている（Makino 2011; Makino et 
al. unpublished data）。Fig. 20 のグラフは先行研究（Makino 2011)での秋田 63 号と他の品種
の籾数、籾収量と窒素吸収量の関係をまとめたものである。単位面積当たりの籾数には、イ
ネの品種間における差はないが(Fig. 20a)、秋田 63 号の籾収量は、他の品種に比べ窒素吸収
量に対して高いことが明らかとなっている(Fig. 20b)。この秋田 63 号の収量増加は、シンク
サイズの大きさ、この場合は籾の粒長が長くなったことに要因があると考えられている
(Makino 2011)。秋田 63 号の大粒性は、GS3 遺伝子の第 2 エキソン内において一塩基置換
による翻訳停止コドンが生じ、GS3 遺伝子が欠損したことが原因であることが、先行研究に
より明らかとなっている(Fig. 21) (Makino et al. unpublished data)。また、GS3 遺伝子が欠
損することにより、籾長が長くなることが明らかとなっている。また、GS3 遺伝子は、３番
染色体の約 16.7 Mb に座上する遺伝子である。  
大粒品種である秋田 63 号の欠損 GS3(gs3)遺伝子を、連続戻し交配 DNA マーカー選抜に
より、ノトヒカリをバックグラウンドとした準同質遺伝子系統の作出に成功した(大粒ノトヒ


































植物材料として、野生型イネ品種ノトヒカリ(Oryza sativa L. cv. Notohikari)、小原 (国際
農研)らによって作出された秋田 63 号由来の欠損 GS3 (gs3)遺伝子が組み込まれた準同質遺
伝子系統ノトヒカリ(大粒ノトヒカリ)、および、大粒ノトヒカリの選抜の過程において分離
によって正常な GS3 遺伝子に戻ったノトヒカリ (Control)を使用した (Fig. 22)。2018 年 10
月、小原実広博士より、大粒ノトヒカリおよび Control の BC3F4 世代の種子の提供受け、
2019 年 12 月より、当研究室にて、上記 2 系統のイネを栽培し、BC3F5 の種子を獲得した。 
 
2. 栽培条件 
大粒ノトヒカリおよび Control の BC3F5 の種子を獲得のため、および、リアルタイム PCR
に用いた野生型ノトヒカリは、屋外型人工気象室を使用し、栽培した。屋外型人工気象室の
光条件は昼 13 時間および夜 11 時間とし、温度は昼 28℃および夜 20℃とした。水耕栽培に
用いた「1 強度」の水耕液の組成は、1 mM NH4NO3、0.6 mM Na2HPO4 、0.3 mM K2SO4、
0.4 mM MgCl2、0.2 mM CaC12、45 µM Fe-EDTA、50 µM H3BO3、9 µM MnSO4、0.3 µM 
CuSO4、0.7 µM ZnSO4、0.1 µM Na2MoO4 であり、使用時に、pH 5.5 に調整した (Mae and 




発芽種子を、あらかじめ２N HCl で pH を 5.1 に調節した水道水に浮かべた木枠付きサラン
ネット上に播種し、播種 2 週間後に、水から 1/4 強度の水耕液に交換し、約４葉齢まで栽培
した。4 葉齢期から収穫までは、土耕栽培を行った。土耕栽培用の土は、以下のように準備
した。市販の赤玉土(あかぎ園芸(株))と砂を、容量比で 5:1 に混合した土を、13 L プラスチ
ックバットに入れた。その後、土に、2.35 g 硫安、2.06 g 緩効性肥料(LP コート 70、ジェイ
カムアグリ株式会社、東京)、3.85 g 25%過リン酸石灰および 1.60 g 60％塩化カリを加え、
よく混ぜ、水を土の表面と同じ高さになるまで加え、2 日間静置し、土を落ち着かせた。準
備した土に、4 葉齢期となった大粒ノトヒカリと Control の幼苗を移植し、収穫まで栽培し







人工気象室内は、昼 14 時間 (5:00-19:00)、夜 10 時間 (19:00-5:00)、温度は、昼 25℃、
夜 23℃に調整した。播種から約 3 週間後に、生育の揃った幼植物を選抜し、4L のワグネル
ポットに移植した。1 ポット当たりの個体数を 4 個体 (1 穴に 1 個体)にした。水耕液は、あ




にあわせて調整し、移植時では 1/4 強度から始め、以後、2 週間ごとにその濃度を段階的に
上げていき、8 週以降出穂までは 1 倍濃度で栽培した。出穂以降は週ごとに 1/2 強度、1/4 強
度と下げていき、出穂 2 週間以降は水だけで栽培した。 
 
3. リアルタイム PCR を利用した GS3 mRNA の定量 
リアルタイム PCR 法を用いて、GS3 mRNA の定量測定を行った。3.5 葉齢の幼植物の地
上部および根、幼穂形成期の最上位完全展開葉身、葉鞘、その最上位葉の 2 つ下位の葉身、
葉鞘、幼穂、および出穂期の穂より、使用書に従い RNeasy plant mini kit (Qiagen、東京)を
用い、トータル RNA の抽出を行った。逆転写反応は、使用書に従い PrimeScript RT reagent 
Kit with gDNA Eraser (タカラバイオ株式会社、滋賀)を用い、行った。リアルタイム PCR は、
SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific K.K、東京)を用い、インターカレータ－
法による検出を行った。GS3 mRNA の検出に用いたプライマーは、GS3 qPCR_F (5’-
ATTCATAACGATTTCATCGGAGA-3’)、GS3 qPCR_R (5’-CTCTGCACAAACAGCGAA-
3’)であった。また、ポジティブコントロールとして用いた Glutamine synthetase2 (gene 
identifier Os04g0659100 in RAP-DB)および Actin (gene identifier Os03g0718100 in RAP-
DB) mRNA の 検 出 に 用 い た プ ラ イ マ ー は 、 そ れ ぞ れ 、 OsGS2 real 01 (5’-
GCTCAACATGGACACCACCCCCTTCACC-3’) 、 OsGS2 real 02 (5’-
ACTTGGCTGACAACCTTTGGATCACTG-3’) 、 お よ び 、 OsActin_F (5’-
90 
 




 栄養成長期の野生型および大粒ノトヒカリの、それぞれの葉身から DNeasy Plant Mini Kit 
(QIAGEN)を用いて、ゲノム DNA 抽出を行った。Nano Drop (LMS Co., Ltd. 東京)を用い
DNA 濃度を測定し、A260/280 が 1.80 以上の質であることを確認するとともに、DNA 濃度
を 50 ng µL-1 に調整し、それぞれの DNA 総量を 1 µg とし、バイオ株式会社 Macrogen Japan
へ委託分析を行った。解析終了後、回収した分析データをもとに Whole ゲノム解析を行った。
ゲノム解析は大粒ノトヒカリと野生型ノトヒカリの全ゲノム遺伝子を、イネ塩基配列が既に













1．リアルタイム PCR を利用した GS3 mRNA の定量 
GS3 遺伝子の発現特性を調べるため、定量的リアルタイム PCR 法を用いて、野生型ノト
ヒカリの異なる生育段階の各器官における GS3 mRNA の定量を行った(Fig. 23)。その結果、
GS3 ｍRNA は、生殖成長期の幼穂(約 5 mm 長)でほぼ特異的に発現、蓄積していることが
分かった (Fig. 23a)。幼植物の根や地上部、幼穂形成期の葉身や葉鞘、出穂期の穂では、GS3 
mRNA は、極めて低いか、検出限界以下の蓄積量であった(Fig. 23a)。ポジティブコントロー
ルとして用いたイネの Actin (gene identifier Os03g0718100 in RAP-DB)遺伝子の mRNA 
(Fig. 23b)は、全ての生育段階と器官で mRNA が検出されて、幼穂で最も蓄積量が多かった
(Fig. 23b)。また、Glutamine synthetase2 (gene identifier Os04g0659100 in RAP-DB) 遺伝



































Seed morphological characteristics 
Traits LG Notohikari Control Wild-type 
Grain length (㎜) 8.55 ± 0.03a 7.30 ± 0.03b 7.69 ± 0.03c 
Grain width (㎜) 3.52 ± 0.01a 3.49 ± 0.01a 3.50 ± 0.02a 
Grain thickness (㎜) 2.22 ± 0.01a 2.15 ± 0.01a 2.24 ± 0.01b 
Mean values ± the standard error of 30 independent seeds are indicated. A difference in letters at the top of the 
values denotes a statistically significant difference in seed morphologic characteristics for wild-type, Control and 
large-grain Notohikari (p < 0.05 according to t-test). “wild-type” stands for wild-type Notohikari rice plant; 
“Control” stands for Notohikari rice plant has GS3 gene function normally; “ LG” stands for large-grain 

















共同研究者の小原博士らは 149 個の DNA マーカーの利用(Fig. 25)と目視による籾の大き
さの確認により、準遺伝子同質系統の大粒ノトヒカリの選抜を行った。選抜された大粒ノト
ヒカリは大粒性を有することに加えて、GS3 欠損遺伝子領域以外は秋田 63 号由来のゲノム
遺伝子に置き換わらないことが理想である。しかし、染色体上に均一に DNA マーカーを設
計するのは難しい側面がある。例えば、この選抜では 5 番染色体には一つのマーカーしかな
く、また、8 番染色体の後半領域には DNA マーカーの空白域が存在する (Fig. 25)。このよ
うな DNA マーカー空白域は、大粒ノトヒカリの遺伝子が、秋田 63 号由来なのか、ノトヒ
カリ由来なのかを厳密に判別することが難しかった。よって、次世代シークエンサーを用い
て野生型および大粒ノトヒカリのゲノム遺伝子配列の比較解析を行った。 
その結果、大粒ノトヒカリのゲノム遺伝子においては、主として３番染色体の約 15 Mb か


































これら 3 系統のイネの間に差が見られなかった (Fig. 27)。また、出穂期の茎数(Fig. 28a)お
よび乾物生産量(Fig. 28c)および、収穫期の穂数(Fig. 28b)および地上部乾物生産量(Fig. 28d)
においても、3 系統間のイネに差は確認されなかった。ところが、収穫期において野生型と
Control に比べ、大粒ノトヒカリの籾収量の増加が確認された (Fig. 29a)。また、収量構成要
素については 3 系統のイネの間に、籾数と登熟歩合(Fig. 29b および c)に差はなかったが、大
粒ノトヒカリの籾一粒重が野生型と Control に比べ、約 4 mg 増加していることが確認され













































析の結果、大粒ノトヒカリのゲノム遺伝子は、秋田 63 号の欠損 GS3 遺伝子を含む約 6 
Mb の領域が 3 番染色体において置き換わっていた。その他の遺伝子領域は、ノトヒカ
リのゲノム遺伝子由来であった。 




に比べ、約 4 mg 増加したことであった。 
 第 2 章では、籾の拡大によるシンクの増強が、イネの生産性に及ぼす影響を検証するため
に、GS3 遺伝子の欠損による秋田 63 号の大粒性に着目し、秋田 63 号由来の欠損 GS3 遺伝
子領域のみをノトヒカリのゲノム遺伝子に置き換える準遺伝子同質系統、大粒ノトヒカリが
小原（国際農研）らによって作出された。Fig. 19 に示したように、秋田 63 号の母品種であ





イネであるが、収量性は、一般品種と比べ、大きな変化はなかった(Makino et al. unpublished 
data)。オオチカラが多収性を示さなかった原因として、籾数が他の品種と比較し、大きく減






伝子には、秋田 63 号の大粒性を決定してる欠損 GS3 遺伝子は存在するものの、欠損 GW2
遺伝子を確認することができなかった。 
大粒ノトヒカリのゲノム遺伝子は、3 番染色体において、ノトヒカリのゲノム遺伝子から
秋田 63 号由来の 15 Mb - 21 Mb の領域に置き換わったことが明らかとなった(Fig. 26)。置
き換わった約 6 Mb の遺伝子領域には、約 150 の遺伝子が座上している。この約 150 の遺伝
子において、ノトヒカリと大粒ノトヒカリの遺伝子の配列を比較すると、遺伝子産物に重大
な影響を及ぼす「ナンセンス変異」および「フレームシフト変異」が生じた遺伝子が、GS3
遺伝子以外では、 5 つ 存在することが確認 できた (Os03g0403501 、 Os03g0403600、




Os03g0575500)。他の 2 遺伝子は、1 つが、von Willebrand factor 遺伝子(Os03g0403600)で、
人の病気においては、「出血症状」に関わる遺伝子とされている。しかし、植物では、この遺
伝子の機能は不明のままである。また、もう一つは、NAD または NADP 結合ドメインを
含むタンパク質をコードしている遺伝子(Os03g0404800)で、ステロイド合成に関与すると
言われているが、植物においては詳細なことは不明のままである。秋田 63 号の欠損 GS3 遺
伝子と同時に置き換わり、ノトヒカリの遺伝子とは機能変異の可能性があるこれら 5 つの遺
伝子は、いずれにしてもすでに知られているイネの大粒性に関わる遺伝子ではなかった。よ
って、大粒ノトヒカリの籾が拡大したことは、秋田 63 号由来の GS3 の欠損によるもので、
秋田 63 号から持ち込まれた他の遺伝子が関係している可能性は少ないと考えられる。 
 屋外型人工気象室を用いた野生型ノトヒカリ、大粒ノトヒカリおよび Control の栽培試験
では、一籾重の増加によって大粒ノトヒカリの籾収量が、野生型ノトヒカリおよび Control
と比較し増加した(Fig. 29)。出穂期および収穫期のこれら 3 系統イネの茎数(穂数)、乾物生









ム遺伝子の配列は、99.1％以上の一致を示した(data not shown)。 

























 本博士論文第 2 章において、秋田 63 号由来の欠損 GS3 (gs3)遺伝子を含む 3 番染色体の

















植物材料には、野生型ノトヒカリ(Oryza sativa L. cv. Notohikari)、および、第 2 章におい
て作出された大粒ノトヒカリを用いた。 
 
2. 2019 年、作付け期間の気候条件 
2019 年、作付け期間である田植え後から収穫日までの川渡フィールドセンター隔離ほ場の




第 1 章の植物材料と方法、3 を参照のこと。 
 
4. 栽培方法 
 第 1 章の植物材料と方法、4 と同様に行った。 
 
5. 生育調査 
第 1 章の植物材料と方法、5 と同様に、茎数および草丈の測定を行った。尚、生育調査
は、2019 年 5 月 28 日 (移植後 7 日)、6 月 11 日(移植後 21 日)、6 月 26 日(移植後 36 日)、
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7 月 2 日(移植後 49 日) (茎数のみ測定)、および 8 月 6 日(移植後 77 日)に行った。 
 
6. 出穂期と収穫期 
出穂期の開始日を、水田全体の約 40％に穂の出現が認められた日と定めた(Mae et al. 
2006)。出穂開始日は、2019 年 8 月 4 日(移植後 75 日)であった。また、積算温度で 1050℃
以上が経過し、目視で約 95％の穂が黄化した時を収穫適期として、イネの刈り取りを行った。
収穫日は、2019 年 9 月 24 日(移植後 126 日、出穂後 51 日)であった。 
 
7. 出穂期のサンプリング 





第 1 章の植物材料と方法、8.1 と同様に行った。 
 
8.2 乾物生産量の決定 





第 1 章の植物材料と方法、8.3 と同様に行った。 
 
8.4 全籾数 
第 1 章の植物材料と方法、8.4 と同様に行った。 
 
8.5 玄米一粒重 
第 1 章の植物材料と方法、8.5 と同様に行った。 
 
8.6 登熟歩合 
第 1 章の植物材料と方法、8.6 と同様に行った。 
 
8.7 稔実籾数 
第 1 章の植物材料と方法、8.7 と同様に行った。 
 
8.8 玄米収量 





第 1 章の植物材料と方法、9 と同様に行った。 
 
10. デンプン含量の定量 
第 1 章の植物材料と方法、10 と同様に行った。 
 
11. 止葉の Rubisco 定量  
 2019 年 8 月 7 日(移植後 107 日、開花後 3 日)、野生型ノトヒカリおよび大粒ノトヒカリ
の止葉のサンプリングを行った。予め 2 系統、それぞれ 10 個体の止葉の SPAD 値を測定し、

















を Fig. 30 に示した。Fig. 30a-c が草丈、Fig. 30d-f が茎数、また、Fig. 30a および d が窒素無
施肥区 (0 gN m-2)、Fig. 30b および e が中窒素 (8.0 gN m-2)、Fig. 30c および f が高窒素施





の間に差はなかった (Fig. 31a、Table 20)。しかし、収穫期において窒素施肥量８.0 gN m-2
以上の栽培区で、大粒ノトヒカリの乾物生産 (Fig. 31b、Table 21)および玄米収量 (Fig. 31c、
Table 22)が、野生型ノトヒカリと比べ、それぞれ増加が観察された。窒素施肥量８.0 gN m-
2 における大粒ノトヒカリの乾物生産および玄米収量は、それぞれ 9％および 11％ (Fig. 31b、
Table 21)、また、窒素施肥量 15.0 gN m-2 においては、それぞれ 8％および 11％増加した 
(Fig. 31c、Table 22)。これは単位面積刈りを適用して調べた穂収量に関しても、上記の大粒
ノトヒカリの玄米収量増加の結果を支持する結果で、窒素施肥量 15.0 gN m-2 における大粒




要素から算出した玄米収量の決定とは異なる方法である。収穫時に 20 株を刈り取り 1 セッ
トとして、1 セットの穂の重量を測定した。実際は、1 m-2 当たり 20.5 株植えであることよ


































Total dry matter production of wild-type and large-grain Notohikari at full-heading stage 
N fertilization Year Total dry matter (g m−2) 
(g N m−2)  Wild-type LG 
15.0 2019 912 ± 40 (100)a 929 ± 36 (102)a 
8.0 2019 822 ± 29 (100)a 810 ± 38 (99)a 
0.0 2019 633 ± 36 (100)a 594 ± 8 (94)a 
Mean values ± the standard error of 9 to 13 independent plants are indicated. A difference in letters at the top of 
the values denotes a statistically significant difference in total dry matter per unit land area for wild-type and large-
grain Notohikari (p < 0.05 according to t-test).Values in parentheses indicate the percentage of total dry matter 
production of large-grain Notohikari relative to that of wild-type rice plants given the same treatment. “wild-type” 





























Total dry matter production of wild-type and large-grain Notohikari at harvest stage 
N fertilization Year Total dry matter (g m−2) 
(g N m−2)  Wild-type LG 
15.0 2019 1507 ± 23 (100)a 1610 ± 37 (107)b 
8.0 2019 1125 ± 25 (100)a 1223 ± 31 (109)b 
0.0 2019 862 ± 21 (100)a 877 ± 26 (102)a 
Mean values ± the standard error of 9 to 13 independent plants are indicated. A difference in letters at the top of 
the values denotes a statistically significant difference in total dry matter per unit land area for wild-type and large-
grain Notohikari (p < 0.05 according to t-test). Values in parentheses indicate the percentage of total dry matter 
production of large-grain Notohikari relative to that of wild-type rice plants given the same treatment. “wild-type” 

















Brown rice yield of wild-type and large-grain Notohikari at harvest stage 
N fertilization Year Brown rice yield (g m−2) 
(g N m−2)  Wild-type LG 
15.0 2019 601 ± 15 (100)a 667 ± 20 (111)b 
8.0 2019 455 ± 13 (100)a 507 ± 8 (111)b 
0.0 2019 338 ± 15 (100)a 362 ± 22 (107)a 
Mean values ± the standard error of 9 to 13 independent plants are indicated. A difference in letters at the top of 
the values denotes a statistically significant difference in brown rice yield per unit land area for wild-type and 
large-grain Notohikari (p < 0.05 according to t-test). Values in parentheses indicate the percentage of brown rice 
yield of large-grain Notohikari relative to that of wild-type rice plants given the same treatment. “wild-type” 

















Panicle yield of wild-type and large-grain Notohikari at harvest stage 
N fertilization Year Panicle yield (g m−2) 
(g N m−2)  Wild-type LG 
15.0 2019 750 ± 25 (100)a 845 ± 7 (113)b 
8.0 2019 617 ± 20 (100)a 668 ± 33 (108)b 
0.0 2019 426 ± 86 (100)a 492 ± 29 (115)a 
Mean values ± the standard error of 4 independent sets containing each 20-hill rice plant are indicated. A 
difference in letters at the top of the values denotes a statistically significant difference in brown rice yield per 
unit land area for wild-type and large-grain Notohikari (p < 0.05 according to t-test). Values in parentheses indicate 
the percentage of brown rice yield of large-grain Notohikari relative to that of wild-type rice plants given the same 



















収穫期の窒素施肥量８.0 gN m-2 の栽培区を除いて、出穂期および収穫期の窒素吸収量に野生
型および大粒ノトヒカリの間に差はなかった (Fig. 33a, b)。さらに、出穂期と収穫期におい
て、横軸に窒素施肥量を縦軸に窒素吸収量をとり、窒素施肥量に対する窒素吸収量に関して
共分散分析を行った結果、出穂期および収穫期の 2 系統の間には窒素吸収量に差はなかった










Correlation between total plant N content of the above-ground section and amount of N fertilization 
in the paddy field per unit land area for wild-type (Notohikari) and large-grain Notohikari at full-
heading and harvest stages 
N fertilization vs  
plant N content 
Line Sample size Regression line R-value p-value 
Full-heading stage 
Wild-type 15 y = 0.600x + 4.564 0.951 0.000 *** 
LG 15 y = 0.510x + 4.185 0.876 0.000 *** 
Harvest stage 
Wild-type 30 y = 0.435x + 6.922 0.895 0.000 *** 
LG 31 y = 0.455x + 7.235 0.860 0.000 *** 
Regression lines and Pearson’s product moment correlation coefficients (R-values) are shown between each 
parameter and plant N content of the above-ground section per unit land area. The correlation significance 
identified by Spearman’s rank-order correlation coefficient (p-value) is marked with asterisks; *** indicates p < 
















Summary of covariance analyses 
Nitrogen fertilization vs  
plant nitrogen content 
Fixed factor Slope (p-value) y-intercept (p-value) Valuation 
Full-heading stage W vs LG 0.347  n.s 0.075 n.s Same line 
Harvest stage W vs LG 0.194  n.s 0.071 n.s Same line 
Covariance analyses were conducted for plant N content of the above-ground section and the amount of N 
fertilizer applied per unit land area for wild-type (Notohikari) and large-grain Notohikari at the full-heading and 
harvest stages. Significant differences in the slope and y-axis intercept of two regression lines are summarized. 
Significance differences (p-values) were also obtained by covariance analysis. “W” stands for wild-type 


















Fig. 34、Table 26、 27 に、イネの地上部窒素吸収量に対する乾物生産 (Fig. 34a、Table 





Fig. 35、Table 26、 27 には窒素吸収量に対する各収量構成要素との相関を示している。
ここで、窒素吸収量とは関係なく、大粒ノトヒカリの玄米一粒重が、野生型より約 4 ㎎、約
15-17％増加した(Fig. 35a、Table 26)。一方で、窒素吸収量に対する全籾数は、野生型と比
べ大粒ノトヒカリの全籾数が、約 3％-7％減少する傾向にあった(Fig. 35b、 Table 26、 27)。
登熟歩合に 2 系統のイネの間に、差はなかった(Fig. 35c、Table 26、 27)。 

























Correlation between total dry matter production, yield and yield components, and plant N content per 
unit land area in wild-type, large-grain Notohikari 
Stage Plant N content vs Line Regression line r-value p-value 
Harvest 
Total dry matter 
Wild-type y = 83.4x + 258.6 0.943 0.000 ** 
LG y = 92.6x + 202.7 0.954 0.000 ** 
Grain yield 
Wild-type y = 33.6x + 122.6 0.888 0.000 ** 
LG y = 41.3x + 64.6 0.922 0.000 ** 
Total spikelet number 
Wild-type y = 1950x + 3760 0.928 0.000 ** 
LG y = 2060x + 592 0.951 0.000 ** 
Ratio of filled spikelets 
Wild-type y = -1.14x + 92.07 -0.645 0.000 ** 
LG y = -0.98x + 89.76 -0.509 0.013 * 
Single grain weight 
Wild-type y = -0.091x + 30.123 -0.195 0.149 ns 
LG y = 0.090x + 32.684 0.169 0.843 ns 
Regression lines and correlation coefficients (r-values) are shown between each parameter and plant N 
content per unit land area. Significance of correlations identified by Spearman's rank-order correlation (p-
value) are marked with asterisks; * indicates p < 0.05, ** indicates p < 0.001. n.s; no significance. “Wild-













Summary of covariance analyses  
Stage Plant N content vs Fixed factor Slope (p-value) y-Intercept (p-value) Valuation 
Harvest 
Total dry matter W vs LG 0.247 ns 0.107 ns Same line 
Grain yield W vs LG 0.104  ns 0.122 ns Same line 
Total spikelet number W vs LG 0.595 ns 0.000 * Parallel line 
Ratio of filled spikelets W vs LG 0.689 ns 0.610 ns Same line 
Covariance analysis was performed between each parameter and plant N content per unit land in wild-type 
(Notohikari) and large-grain Notohikari rice plants at harvest stages. Significant differences (p-values) in the 
slope and y-axis intercept of two different regression lines are summarized; * indicates p < 0.001. “W” 

















Single brown rice weight of wild-type and large-grain Notohikari at harvest stage 
N fertilization Year Single brown rice weight (mg) 
(g N m−2)  Wild-type LG 
15.0 2019 25.0 ± 0.2 (100)a 29.2 ± 0.3 (117)b 
8.0 2019 24.4 ± 0.2 (100)a 28.1 ± 0.2 (115)b 
0.0 2019 24.4 ± 0.1 (100)a 28.4 ± 0.2 (116)b 
Mean values ± the standard error of 9 to 13 independent plants are indicated. A difference in letters at the top of 
the values denotes a statistically significant difference in single brown rice weight for wild-type and large-grain 
Notohikari (p < 0.05 according to t-test). Values in parentheses indicate the percentage of brown rice yield of 
large-grain Notohikari relative to that of wild-type rice plants given the same treatment. “wild-type” stands for 

















Total spikelet number per unit land area of wild-type and large-grain Notohikari at harvest stage 
N fertilization Year Total spikelet number (m−2) 
(g N m−2)  Wild-type LG 
15.0 2019 31664 ± 441 (100)a 31100 ± 274 (98)a 
8.0 2019 23329 ± 364 (100)a 22075 ± 542 (95)a 
0.0 2019 17061 ± 506 (100)a 15367 ± 511 (90)b 
Mean values ± the standard error of 9 to 13 independent plants are indicated. A difference in letters at the top of 
the values denotes a statistically significant difference in total spikelet number per unit land area for wild-type and 
large-grain Notohikari (p < 0.05 according to t-test). Values in parentheses indicate the percentage of brown rice 
yield of large-grain Notohikari relative to that of wild-type rice plants given the same treatment. “wild-type” 



















Panicle number per unit land area of wild-type and large-grain Notohikari at harvest stage 
N fertilization Year Panicle number (m−2) 
(g N m−2)  Wild-type LG 
15.0 2019 386 ± 14 (100)a 407 ± 14 (105)a 
8.0 2019 332 ± 12 (100)a 347 ± 10 (105)a 
0.0 2019 258 ± 11 (100)a 251 ± 7 (97)a 
Mean values ± the standard error of 9 to 13 independent plants are indicated. A difference in letters at the top of 
the values denotes a statistically significant difference in panicle number per unit land area for wild-type and 
large-grain Notohikari (p < 0.05 according to t-test). Values in parentheses indicate the percentage of brown rice 
yield of large-grain Notohikari relative to that of wild-type rice plants given the same treatment. “wild-type” 

















Spikelet number per panicle of wild-type and large-grain Notohikari at harvest stage 
N fertilization Year Spikelet number (panicle−2) 
(g N m−2)  Wild-type LG 
15.0 2019 82.3 ± 3.4 (100)a 80.3 ± 1.0 (98)a 
8.0 2019 69.8 ± 2.4 (100)a 61.6 ± 2.3 (88)b 
0.0 2019 67.4 ± 4.0 (100)a 62.5 ± 2.7 (93)a 
Mean values ± the standard error of 9 to 13 independent plants are indicated. A difference in letters at the top of 
the values denotes a statistically significant difference in spikelet number per panicle unit land area for wild-type 
and large-grain Notohikari (p < 0.05 according to t-test). Values in parentheses indicate the percentage of brown 
rice yield of large-grain Notohikari relative to that of wild-type rice plants given the same treatment. “wild-type” 

















Ratio of filled spikelets of wild-type and large-grain Notohikari at harvest stage 
N fertilization Year Ratio of filled spikelets (%) 
(g N m−2)  Wild-type LG 
15.0 2019 75.7 ± 1.5 (100)a 72.5 ± 1.9 (96)a 
8.0 2019 79.7 ± 0.6 (100)a 81.4 ± 1.0 (102)a 
0.0 2019 85.3 ± 1.3 (100)a 82.3 ± 1.2 (94)a 
Mean values ± the standard error of 9 to 13 independent plants are indicated. A difference in letters at the top of 
the values denotes a statistically significant difference in ratio of filled spikelets for wild-type and large-grain 
Notohikari (p < 0.05 according to t-test). Values in parentheses indicate the percentage of brown rice yield of 
large-grain Notohikari relative to that of wild-type rice plants given the same treatment. “wild-type” stands for 





















身における Rubisco 量を測定した。登熟期前半の出穂後 3 日目、窒素施肥 15.0 g m-2 の栽培
区の止葉、止葉の一つ下位葉の２nd leaf、および止葉の二つ下位葉の 3rd leaf の Rubisco 量
の測定を行った。その結果、野生型および大粒ノトヒカリの全ての葉において、Rubisco 量


































Correlation between starch contents in the above-ground section and of brown rice in the paddy field 
per unit land area for wild-type and large-grain Notohikari at harvest stages 
Starch in brown rice vs  
Starch in shoot 
Line Sample size Regression line R-value p-value 
Harvest stage 
Wild-type 30 y = 5.52x + 209.94 0.758 0.000 *** 
LG 30 y = 5.72x + 249.41 0.504 0.003 ** 
Regression lines and Pearson’s product moment correlation coefficients (R-values) are shown between starch 
contents in the above-ground section and in brown rice per unit land area. The correlation significance identified 
by Spearman’s rank-order correlation coefficient (p-value) is marked with asterisks; ** indicates p < 0.01; *** 


















Summary of covariance analyses 
Starch in brown rice vs  
Starch in shoot 
Fixed factor Slope (p-value) y-intercept (p-value) Valuation 
Harvest stage W vs LG 0.921  n.s 0.017 * Parallel line  
Covariance analyses were conducted for starch contents in the above-ground section and in brown rice per unit 
land area for wild-type and RBCS-sense rice plants harvest stages. Significant differences in the slope and y-axis 
intercept of two regression lines, and significance differences (p-values) are summarized. “W” stands for wild-




















第 3 章の結果をまとめると以下の通りとなる。 
1. 出穂期までの野生型と大粒ノトヒカリの間に、生育および乾物生産量に差はなかった。 
2. 生育期間中において、野生型と大粒ノトヒカリの間に、窒素吸収に大きな差はなかった。 
3. 8 gNm-2 以上の窒素施肥区で、野生型と比べ大粒ノトヒカリの玄米収量が増加した。 
4. 野生型比べ、大粒ノトヒカリの全籾数は、3％-7%減少したが、玄米一粒重は、14％-17％
重量にして約 4 mg 増加した。 
5. 登熟期において、野生型と大粒ノトヒカリの葉身 Rubisco 量に差はなかった。これら 2 系
統のイネにおいて、登熟期の光合成に大きな差はないと考えられた。 
6. 大粒ノトヒカリの籾への光合成産物であるデンプンの分配率は、野生型より大きいこと
が分かった。   
 本研究の第 3 章の結果より、第 2 章の屋外型人工気象室で観察された大粒ノトヒカリの収
量性の増加が確認されたとともに、GS3 遺伝子欠損による籾のシンクサイズの拡大が、イネ
の収量増加につながることが示された。 
窒素施肥区 8 g 以上の栽培区で、野生型に比べ大粒ノトヒカリの乾物生産および玄米収量
の増加が観察された(Fig. 31)。特に、玄米収量の増加は一玄米重が約 4 mg、野生型と比べ増








光合成の向上が観察された。しかし、登熟期の大粒ノトヒカリの止葉、2nd leaf および 3rd leaf
















であった。この玄米増収の機構は、第 1 章の Rubisco 増強イネが、ソースとして機能する葉
の光合成能を高めることにより、玄米増収を引き起こした機構とは明らかに異なるものであ
った。 
一方で、第 3 章の結果からは、大粒ノトヒカリの親品種である秋田 63 号と野生型および
大粒ノトヒカリとの、窒素施肥量に対する収量性の違いについて、考察することができる。
Fig. 20b の秋田 63 号の収穫期の窒素施肥量に対する籾収量との相関を見ると、低窒素施肥区





























と考えている。具体的には、Rubisco 増強イネは最大 28％、大粒ノトヒカリは約 10％の増収
が確認された。現在、作出を試みている「大粒 Rubisco 増強ノトヒカリ」は、1.28 × 1.10 = 
1.40 と、計算上、最大約 40％の増収が期待できると考えている(Figure 38, 39)。 
現在、Rubisco 増強ノトヒカリと大粒ノトヒカリの交配種の F2 個体を獲得、定量的リアル
































ター隔離ほ場は、標高 140 m に位置する典型的な中山間地であることより、ノトヒカリおよ
びその亜種の作付けには適していると考えている。実際、川渡隔離ほ場での栽培でも、田植




2. イネの他品種における Rubisco 増強イネの作出 











600 g m-2 の玄米収量を得るために必要な窒素吸収量を産出するために、玄米収量を、実際
に、Rubisco 増強イネと野生型の回帰直線の式(Table 6)にあてはめて計算すると、野生型は、




約 10 gN m-2 以上の時に限られていた。しかし、第 2 章の大粒ノトヒカリは、窒素施肥 8 gN 
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가장 먼저, 한국에서 온 저를 따뜻하게 맞아 주시고 인자하게 지도해주신 도호쿠대학 
농학연구과 교수 마키노 아마네 (牧野 周) 박사에게 깊은 감사의 말씀을 드립니다.  
또한, 함께 현장에서 연구를 수행하며 직접 많은 것을 알려주시고 격려를 해주신 
도호쿠대학 명예교수 마에 타다히코 (前 忠彦) 박사께 감사드립니다. 그리고 본 연구를 
수행할 수 있도록 준동질계통의 종자를 제공해주신 국립연구개발법인 
국제농림수산연구센터 주임연구원 오바라 미츠히로 (小原 実広) 박사께도 감사인사 
드립니다. 세미나 등에서 귀중한 조언과 격려를 해주신 도호쿠대학 농학연구과 준교수 
이시다 히로유키 (石田 宏幸) 박사에게 감사드립니다. 본 연구를 수행하면서 
동고동락하며 세세한 부분까지 지도와 격려를 아끼지 않았던 도호쿠대학 농학연구과 
조교 이시야마 케이키 (石山 敬貴) 박사에게 깊은 감사를 드립니다.  
본 연구를 수행함에 있어, 다수의 실험장비와 시약들을 제공해주신 도호쿠대학 
농학연구과 식물세포생화학 분야 교수 미야오 미츠에 (宮尾 光恵) 박사, 준교수 
하야카와 토시히코 (早川 俊彦) 박사, 조교 코지마 소이치 (小島 創一) 박사, 조교 
김용현 (金 容賢) 박사를 비롯한 식물세포생화학 분야의 모든 분들께 감사드립니다. 
실험에 대한 조언을 해주시고, 카와타비의 수확 때마다 일손을 보태주신 이와테대학 
농학부 준교수 스즈키 유지 (鈴木 雄二) 박사에게 감사드립니다. 학위기간 동안 세세한 
곳까지 많은 지도를 해 주셨던 니가타식량농업대학 식료산업학부 강사 타조에 유우시 
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(田副 雄士) 박사, 실험방법 등에서 다양한 조언을 해 주신 세츠난대학 농학부 조교 
타카기 다이스케 (高木 大輔) 박사와 도호쿠대학 농학연구과 식물영양생리학분야 
기술직원 콘도 에리 (近藤 依里) 상에게 감사드립니다. 
같은 연구실의 선배로서 연구에 대한 상담과 연구실 생활 면에서 여러 가지 신세를 
졌던 스가나미 마오 (菅原 眞央) 박사에게 감사드리며, 박사과정을 함께하며 늘 
응원해줬던 Louise Thiaville 석사에게도 감사인사 전합니다. 현장에서 함께 연구를 
수행했던 카와타비 팀, 와타나베 마리 (渡邊 まり) 석사, 오구라 마키 (小倉 真紀) 상, 
이마루오카 세리나 (伊丸岡 芹菜) 상, 카가와 타카아키 (香川 昂亮) 상, 다나카 마린 
(田中 万鈴) 상, 나가오 리나 (永尾 梨奈) 상을 비롯한 도호쿠대학 농학연구과 
식물영양생리학분야의 모든 분들께 감사드립니다. 
또한 본 박사논문의 심사를 담당해주신 도호쿠대학 농학연구과 교수 마키노 아마네 
(牧野 周) 박사, 교수 미야오 미츠에 (宮尾 光恵) 박사, 교수 혼마 코키 (本間 香貴) 
박사, 교수 토리야마 킨야 (鳥山 欽哉) 박사, 교수 오구라 신이치로 (小倉 振一郎) 박사, 
교수 니시다 미즈히코 (西田 瑞彦) 박사, 조교 이시야마 케이키 (石山 敬貴) 박사에게도 
감사 말씀드립니다. 
마지막으로 일본에서의 학위 기간동안 저를 믿고 물심양면으로 지지해주셨던 사랑하는 
우리 가족, 아버지 윤재화, 어머니 박경희, 언니 윤지승, 동생 윤지환에게 감사드립니다. 
尚、上記において、韓国語でも記述させて頂きましたが、秋田 63 号由来の欠損 GS3 遺伝
子を導入した準同質遺伝子系統ノトヒカリ（大粒ノトヒカリ）を提供頂き、合わせて貴重な
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助言を頂いた国立研究開発法人国際農林水産業研究センターの小原実広博士に、日本語にて、
再度、感謝申し上げます。 
 
